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Resumen 
Relación entre los niveles circulantes del factor de crecimiento similar a la insulina 
tipo I (IGF-I) y la  expresión diferencial de genes relacionados con migración en 
células linfoides. 
 
 
Relatioship between circulating levels of insulin-like growth factor-I and differential 
expression of genes related to lymphoid cell migration 
 
 
 
A partir de investigaciones realizadas en los últimos años, se ha hecho evidente la 
comunicación bidireccional entre los sistemas inmune y endocrino. Existe un gran cuerpo 
de evidencia que sugiere que el eje conformado por la hormona de crecimiento (GH) y el 
factor de crecimiento similar a la insulina tipo I (IGF-I) tiene un papel importante en la 
funcionalidad del sistema inmune. Los efectos de estas hormonas sobre los diferentes 
tipos celulares y tejidos pueden darse por mecanismos endocrinos, autocrinos o 
paracrinos, pero esto es tema de constante investigación. 
   
Estudios recientes en modelos animales con silenciamiento específico del gen de IGF-I 
en hígado (Liver-specific Igf-I Deficient - LID), han mostrado parámetros normales de 
crecimiento, a pesar de la disminución en el IGF-I circulante (75%). Estos animales 
tienen, sin embargo, tamaños reducidos del bazo y timo y muestran alteraciones en la 
hemtaopoyesis y migración dirigida o quimiotaxis, indicativo del papel regulador del IGF-I 
circulante en la diferenciación y funcionalidad del sistema inmune.  
 
Se sabe que la nutrición es un regulador importante de los niveles séricos de IGF-I. Se 
ha demostrado que una dieta de bajo contenido de proteína (4%) conduce a una 
reducción en los niveles circulantes de IGF-I en un 75%, semejante a los observados en 
los animales LID, en comparación con una dieta de contenido normal de proteina. Lo 
anterior está acompañado de la expresión aumentada en bazo y timo de genes del eje 
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hormonal (receptores y proteínas de unión), como mecanismo para compensar la baja 
biodisponibilidad de IGF-I circulante o del producido localmente.  Sin embargo, son 
escasos los estudios adelantados con el fin de evaluar el significado funcional de los 
cambios observados en el eje GH/IGF-I en células del sistema inmune y su participación 
en el desarrollo de una respuesta inmune adecuada. El presente estudio se planteó con 
el objetivo de investigar si la disminución en el IGF-I circulante como consecuencia de la 
desnutrición tiene efectos a nivel de la regulación de la migración celular dirigida de 
células linfoides, parámetro funcional inmune esencial en la respuesta frente a un agente 
infeccioso.   
 
Como modelo experimental se emplearon ratones Balb/c macho de 4 semanas de edad 
que fueron alimentados con dietas normales (12% proteína) o restringidas (4% proteína). 
Cada grupo dietario fue distribuido en dos grupos, uno de los cuales recibió una 
inyección vía intravenosa de 100 UFC/g de peso corporal de Listeria monocytogenes 
(ATCC 19115). A los tres días post-infección los animales fueron sacrificados y muestras 
de suero, bazo y timo fueron rápidamente extraídas. Se llevaron a cabo ensayos para 
determinar los niveles de IGF-I circulante, análisis por citometría de flujo para evaluar la 
distribución de subpoblaciones linfoides positivas para el receptor de quimioquina 
CXCR4, además de ensayos de quimiotaxis celular y PCR en tiempo real para evaluar la 
capacidad migratoria de las células linfoides bajo las distintas condiciones. 
Adicionalmente, se obtuvieron los mapas proteómicos de bazo y timo de ratones en las 
condiciones experimentales del estudio, con el fin de identificar proteínas 
diferencialmente expresadas que puedan ser la base para iniciar la identificación de las 
vías moleculares responsables de los efectos observados. 
 
Los resultados mostraron que la infección con L. monocytogenes disminuye de forma 
significativa los niveles de IGF-I circulante, lo cual representa un hallazgo novedoso pues 
no ha sido descrito previamente que la infección regule los niveles de IGF-I en la 
circulación. Dado que uno de los órganos afectados por la listeriosis es el hígado, se 
puede presumir que la bacteria puede estar comprometiendo los mecanismos de síntesis 
o secreción del IGF-I hepático. En cuanto a la producción local de IGF-I, se encontró que 
el bazo conserva  los niveles del péptido en condiciones de estrés nuticional, tal como ya 
había sido demostrado en un estudio anterior en nuestro laboratorio. Pero de manera 
interesante, en este trabajo se pudo demostrar que dicha capacidad homeostática del 
bazo se pierde en condiciones patológicas de infección, encontrando niveles 
significativamente, reducidos de IGF-I, presumiblemente por alteraciones en la etapa de 
traducción, ya que el nivel de expresión del mRNA no se afectó, incluso se encontró 
sobreexpresado en el bazo de ratones bien nutridos.  
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Los ensayos funcionales de quimiotaxis demostraron que el IGF-I, al igual que la  
quimioquina CXCL12, es un inductor de la quimiotaxis de células linfoides, y de manera 
interesante, se observó un efecto aditivo en sus acciones, por un mecanismo aún por 
identificar. Si bien, IGF-I y CXCL12 son capaces de inducir la quimiotaxis celular en 
condiciones fisiológicas, los resultados mostraron que la deficiencia de proteína dietaria, 
aunque aparentemente no afecta la respuesta frente a los estímulos quimiotácticos, sí 
impone una reducción en la capacidad migratoria basal de células linfoides. El impacto 
negativo de la restricción nutricional se evidenció también a nivel de la quimiotaxis en 
condiciones patológicas, como se demostró en los ensayos de infección experimental 
con L. monocytogenes, donde se evidenció que el desarrollo de una respuesta 
quimiotáctica adecuada es dependiente del nivel de proteína dietaria. Dentro de los 
órganos estudiados, el timo resultó ser más sensible que el bazo al estrés nutricional.  
 
Los anteriores cambios funcionales en quimiotaxis podrian estar relacionados con los 
perfiles de expresión de genes involucrados en este proceso, principalmente con el 
sistema receptor de quimioquina/quimioquina. Dentro de los genes analizados, se 
encontró evidencia de que CCR1/CCL3 tiene un importante papel como inductor de la 
migración de linfocitos en respuesta a infección con L monocytogenes. Aunque se 
acepta que el receptor CXCR4 es el mediador clásico de los efectos de la quimioquina 
homeostática CXCL12, los resultados postulan un papel para el receptor CXCR7 en 
condiciones patológicas.  Además, los resultados sugieren que los efectos estimulatorios 
de la migración del IGF-I en condiciones de desnutrición e infección, pueden involucrar 
además de su propio receptor, otros receptores, posiblemente de quimioquinas o 
integrinas, con los cuales ya se han descrito mecanismos de transactivación. Finalmente, 
con el fin de iniciar un análisis global de la expresión de proteínas asociadas a la 
respuesta inmune en bazo y timo, se llevó a cabo un análisis proteómico preliminar 
mediante dos aproximaciones metodológicas, encontrando perfiles de expresión 
diferencial por infección y desnutrición de acuerdo a cada órgano.   
 
Estos hallazgos apoyan la hipótesis del papel del IGF-I circulante en la regulación de la 
migración de células linfoides de manera específica de órgano y por lo tanto en la 
respuesta de defensa a infecciones entéricas con  patógenos como L. monocytogenes. 
Estos resultados en conjunto muestran una relación molecular entre desnutrición, 
infección y niveles de IGF-I circulante con la migración de células linfoides que puede 
tener un papel importante en los mecanismos de defensa contra un agente infeccioso, 
comprometiendo procesos de desarrollo, diferenciación y respuesta inmune.    
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Abstract 
 
From research conducted in recent years, it has become evident bidirectional 
communication between immune and endocrine systems. There is a large body of 
evidence suggesting that the axis formed by the growth hormone (GH) and insulin-like 
growth factor- I (IGF-I) has an important role in immune system functionality. The effects 
of these hormones on the different cell types and tissues can occur by endocrine, 
autocrine or paracrine mechanisms, but this is subject of ongoing research. 
Recent studies in animal models with specific gene silencing IGF-I in liver (Liver-specific 
IGF-I Deficient - LID), showed normal growth parameters, despite the decrease in 
circulating IGF-I (75%). These animals, however, reduced sizes of spleen and thymus 
and show alterations in hematopoiesis and directed migration or chemotaxis, indicating 
the regulatory role of circulating IGF-I on differentiation and function of the immune 
system. 
Nutrition is known to be an important regulator of serum IGF-I. It has been shown that a 
low-protein diet (4%) leads to a reduction in circulating levels of IGF-I by 75%, similar to 
those observed in LID animals, compared to a normal protein diet content. This is linked 
to the increased expression in spleen and thymus hormone axis genes (receptors and 
binding proteins) as a mechanism to compensate the low bioavailability or circulation of 
IGF-I. However, there are few studies conducted to assess the functional significance of 
observed changes in the GH / IGF-I in immune cells and their participation in the 
development of an adequate immune response. This study has the objective to 
investigate if the decreasing in circulating IGF-I as a result of malnutrition has effects at 
the level of regulation of directed cell migration of lymphoid cells, immune function 
essential parameter in the response to a infectious agent. 
As experimental model Balb/c male 4 weeks old mice were used. They were fed normal 
(12% protein) or restricted (4% protein) diets. Each dietary group was divided into two 
groups, one of which received an intravenous injection of 100 CFU/g of body weight of 
Listeria monocytogenes (ATCC 19115). Three days after infection, the animals were 
sacrificed.  Serum, spleen and thymus samples were quickly taken.  Tests were 
conducted to determine the levels of circulating IGF-I, analysis by flow cytometry where 
conducted to assess the distribution of positive lymphoid subpopulations for the 
chemokine receptor CXCR4, in addition to cellular chemotaxis and real-time PCR to 
assess the ability of migration of lymphoid cells under different conditions. Additionally, 
proteomic maps were obtained from spleen and thymus of mice in the experimental 
conditions of study  to identify differentially expressed proteins that may be the basis to 
begin identifying the molecular pathways responsible for the observed effects. 
The results showed that infection with L. monocytogenes significantly decreases the 
levels of circulating IGF-I, which represents a novel finding since it has not been 
previously reported that infection regulates the levels of IGF-I in the circulation. Since one 
of the organs affected by listeriosis is the liver, it can be assumed that the bacteria may 
be compromising the mechanisms of synthesis and secretion of hepatic IGF-I. As for the 
local production of IGF-I, it was found that the spleen retains peptide levels under 
nutritional stress, as it has been demonstrated in a previous study in our laboratory. But 
interestingly, in this work it was possible to show that the homeostatic capacity of the 
spleen is lost in pathologic conditions of infection, finding significant levels of IGF-I 
reduced, presumably by alterations in the translation stage, since the mRNA level of 
expression was not affected, it was furthermore, over expressed in the spleens of well 
nourished mice. 
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Functional chemotaxis tests showed that IGF-I, like the chemokine CXCL12, is an inducer 
of chemotaxis of lymphoid cells, and interestingly, it was observed an additive effect on 
their actions, by a yet unidentified mechanism. Although IGF-I and CXCL12 are able to 
induce cell chemotaxis in physiological conditions, the results showed that dietary protein 
deficiency, even apparently, does not affect the response to chemotactic stimuli, but it 
does impose a reduction in basal migratory capacity of lymphoid cells. The negative 
impact of nutritional restriction was also evident at the level of chemotaxis in pathological 
conditions, as demonstrated in tests of experimental infection with L. monocytogenes, 
which showed that the development of a proper chemotactic response depends on the 
level of dietary protein. Within the organs studied, the thymus was more sensitive than 
the spleen to nutritional stress. 
These previous functional changes in chemotaxis could be related to the profiles of gene 
expression involved in this process, mainly with the chemokine / chemokine receptor 
system.  Among the analyzed genes, we found evidence that CCR1/CCL3 has an 
important role as an inducer of cell migration in response to infection with L. 
monocytogenes. Although it is accepted that the CXCR4 receptor mediates the effects of 
classic homeostatic chemokine CXCL12, the results postulate a rol for CXCR7 receptor in 
pathological conditios. Furthermore, the results suggest that the stimulatory effects of the 
migration of IGF-I in malnutrition and infection conditions, may involve in addition to its 
own receptor, other receptors, possibly chemokine or integrin, with which have been 
described transactivation mechanisms. Finally, in order to initiate a comprehensive 
analysis of protein expression associated with immune response in spleen and thymus, a 
preliminary proteomic analysis took place, using two methodological approaches, finding 
differential expression profiles of infection and malnutrition according to each organ. 
These findings support the hypothesis of the role of circulating IGF-I in regulating the 
specific migration of lymphoid cells in the organ and therefore in the defense response to 
enteric infections with pathogens such as L. monocytogenes. These results together 
show a molecular link between malnutrition, infection and levels of IGF-I circulating with 
migration of lymphoid cells that may have an important role in defense mechanisms 
against an infectious agent, compromising development processes, differentiation and 
immune response. 
 
Key word 
IGF-I, Immune System, Chemotaxis, Nutrition, Infection 
 
 
XII Relación entre los niveles circulantes del factor de crecimiento similar a la insulina tipo I (IGF-
I) y la  expresión diferencial de genes relacionados con migración en células linfoides
 
 
 
 
 
Contenido XIII
 
Contenido 
Pág. 
 
 
Resumen 
Abstract 
Lista de figuras 
Lista de tablas 
Introduccion          
1. Estado actual del tema        
1.1. Sistema IGF.           
1.2. El eje GH/IGF-I en el sistema inmune.            
1.2.1. Expresión de componentes del eje GH/IGF-I y acciones en células del  
sistema inmune.       
1.2.2. Modelos genéticos con deficiencias hormonales y función inmune.   
1.2.3. Regulación nutricional del eje GH/IGF-I.        
1.3. Citoquinas.           
1.3.1. Citoquinas y respuesta inmune.        
1.3.2. Citoquinas en listeriosis.         
1.4. Respuesta inmune a Listeria monocytogenes.       
1.4.1. Respuesta inmune innata a Listeria monocytogenes.      
1.4.2. Respuesta de células T CD8 a infección con Listeria monocytogenes.1.4.3. 
Respuesta de células T CD4 a infección con Listeria monocytogenes.     
1.4.4. Respuesta mediada por célulasB a infección con Listeria monocytogenes.  
VII 
X 
XIII 
XXI 
1 
5 
5 
7 
7 
9 
11 
12 
12 
13 
16 
18 
18 
19 
20 
21 
XIV Relación entre los niveles circulantes del factor de crecimiento similar a la insulina tipo I 
(IGF-I) y la  expresión diferencial de genes relacionados con migración en células 
linfoides
 
 
1.5. Migración celular y Quimiotaxis.        
1.5.1. Quimioquinas.         
1.5.2. El sistema IGF en migración y quimiotaxis celular.     
1.5.2.1. Migración en células vasculares de músculo liso (VSMC).     
1.5.2.2. Migración en células de cáncer de seno e interacción con quimioquinas.  
1.5.3. Regulación nutricional de la migración.       
2. Planteamiento del problema       
3. Hipotesis           
5. Objetivos            
5.1. Objetivo General.          
5.2. Objetivos Específicos.          
5. MATERIALES Y METODOS         
5.1. Diseño experimental.          
5.1.1. Animales.            
5.1.1.1. Desnutrición proteica.         
5.1.1.2. Infección con Listeria monocytogenes.       
5.1.1.2.1. Estandarización del inóculo.        
5.1.1.2.2. Preparación y comprobación del Inóculo.      
5.1.1.2.3. Inoculación.      
5.1.1.3. Sacrificio y extracción de órganos.      
5.1.1.4. Comprobación de la infección.      
5.1.1.4.1. Determinación de UFC presentes en bazo e hígado.     
5.1.1.4.2. Medición de niveles de IFN- en suero.      
5.2. Medición de niveles de IGF-I en suero.       
5.3. Medición de niveles de IGF-I en bazo.       
21 
23 
24 
24 
26 
27 
29 
31 
33 
33 
33 
55 
35 
36 
36 
36 
37 
37 
37 
38 
38 
38 
38 
39 
39 
Resumen y Abstract XV
 
5.3.1. Cuantificación de proteína en bazo.       
5.4. Extracción de esplenocitos y timocitos.       
5.5. Análisis de subpoblaciones linfoides por citometría de flujo.    
5.6. Ensayo de Quimiotaxis Celular.        
5.6.1. Estandarización recuento celular por citometría de flujo usando CytoCount. 
5.6.2. Verificación de estímulo quimiotáctico y estandarización de dosis   
5.6.3. Quimiotaxis estimulada por CXCL12 e IGF-I.      
5.7. Análisis de expresión de genes.        
5.7.1. Extracción RNA.          
5.7.2. Comprobación integridad RNA.        
5.7.3. Síntesis de cDNA por transcripción reversa.      
5.7.4. Diseño de iniciadores.         
5.7.5. Estandarización condiciones por PCR convencional.     
5.7.6. Amplificación por PCR en tiempo real.       
5.8. Análisis de Proteoma.          
 
5.8.1. Electroforesis bidimensional  (2D-PAGE).     
  
5.8.1.1. Extracción y cuantificación de proteínas.      
 
5.8.1.2. Isoelectroenfoque.          
 
5.8.1.3. SDS-PAGE.            
 
5.8.1.4. Visualización.          
 
5.8.1.5. Análisis de imágenes.          
 
5.8.2. Análisis proteómico ¨shotgun¨ .        
 
5.8.2.1. Extracción y digestión tríptica de proteínas.      
 
5.8.2.2. Análisis e identificación de proteínas por espectrometría de masas.  
  
5.9. Análisis estadístico.          
6. ResultadoS           
40 
40 
41 
41 
42 
44 
45 
45 
45 
46 
46 
47 
48 
49 
50 
50 
50 
51 
51 
51 
52 
52 
52 
53 
54 
55 
XVI Relación entre los niveles circulantes del factor de crecimiento similar a la insulina tipo I 
(IGF-I) y la  expresión diferencial de genes relacionados con migración en células 
linfoides
 
6.1. Estandarización del inóculo.         
6.2. Comprobación del inóculo.         
6.3. Comprobación de la infección.        
6.3.1. Determinación de UFC presentes en bazo e hígado.     
6.3.2. Niveles séricos de IFN-          
6.4. Influencia  del  contenido  de   proteína  en  la  dieta  y  de la infección sobre el 
peso corporal y de órganos.         
6.5. Niveles séricos de IGF-I.         
6.6. Determinación de los niveles de IGF-I en bazo de ratones.     
6.7. Efecto  del consumo de una dieta deficiente en proteína y de la infección sobre 
la distribución linfocitaria de bazo y timo.        
6.8. Ensayo de Quimiotaxis Celular.        
6.8.1. Estandarización recuento por citometría de flujo usando CytoCount.   
6.8.2. Verificación de estímulo quimiotáctico y estandarización de dosis.   
6.8.3. Quimiotaxis estimulada por CXCL12 e IGF-I.      
6.9. Efecto del déficit proteico y la infección sobre la expresión del receptor de 
quimioquina CXCR4.            
6.10. Análisis de expresión de genes.        
6.10.1. Evaluación Integridad RNA.        
6.10.2. Estandarización de las condiciones por PCR convencional.    
6.10.3. Expresión del sistema IGF-I/IGF-IR.       
6.10.4. Expresión  del  sistema  CXCR4/CXCL12/CXCR7.      
6.10.5. Expresión del sistema CCR1/CCL3.       
6.10.6. Expresión  de  L-selectina  en  esplenocitos y timocitos de ratones 
sometidos a desnutrición e infectados con L. monocytogenes.   
    
55 
56 
56 
56 
57 
 
58 
59 
60 
 
61 
64 
64 
68 
69 
 
75 
77 
77 
77 
78 
80 
84 
 
86 
Resumen y Abstract XVII
 
6.11. Análisis Proteómico.          
6.11.1. Análisis por Electroforesis Bidimensional de la expresión diferencial  
de proteínas en esplenocitos de ratones sometidos a desnutrición.    
6.11.2. Proteínas  identificadas  en  fracciones  de  esplenocitos y  timocitos   
de  ratones  sometidos  a  desnutrición  e  infección  usando  el  abordaje  
proteómico  de  “shotgun”.         
7. Discusion           
7.1. Cambios  en  el  peso  corporal,  niveles de IGF-I y subpoblaciones linfoides  
en respuesta a la restricción en proteína y la infección.     
7.2. Quimiotaxis celular estimulada por IGF-I y CXCL12 bajo condiciones de 
restricción en proteína e infección.        
7.3. Expresión en membrana de CXCR4.        
7.4. Expresión de genes relacionados con Quimiotaxis.     
7.4.1. IGF-I y el receptor IGF-IR en células linfoides.      
7.4.2. Genes relacionados con migración y quimiotaxis en células linfoides.  
7.5. Análisis de expresión de proteínas por electroforesis bidimensional.    
7.6. Identificación  preliminar  de  proteínas  mediante  aproximación ¨shotgun¨.  
8. Conclusiones            
Bibliografia 
 
 
 
 
 
 
88 
 
88 
 
 
93 
107 
 
107 
 
110 
113 
114 
114 
115 
119 
119 
123 
139 
Contenido XVIII
 
Lista de figuras 
Pág. 
 
Figura 1. Representación del sistema IGF.       
 
Figura 2. Posible papel de GH e IGF-I como citoquinas o moduladores  
endocrinos del sistema inmune.        
   
 
Figura 3. Respuesta inmune innata durante infección con Listeria.    
 
Figura 4. La maduración y diferenciación de células T está caracterizada por  
cambios secuenciales en sus propiedades de migración.   
 
Figura 5. Placa obtenida de la incubación, a 35oC por 24 h, de 100 L de una  
dilución 1:20 de la suspensión usada como inóculo en medio LB-Agar 1%  
para el recuento (176 UFC de L monocytogenes en esta placa), para la  
comprobación del inóculo.               
 
Figura 6. Placa representativa de la verificación del establecimiento de la  
infección, por detección de UFC de L monocytogenes en macerados de  
hígado y bazo.                        
 
Figura 7. Efecto de la desnutrición proteica e infección con L. monocytogenes  
sobre los niveles séricos de IGF-I en ratones.        
 
Figura 8. Efecto de la desnutrición proteica e infección con L. monocytogenes  
sobre los niveles de IGF-I en esplenocitos de ratones.      
 
Figura 9. Efecto del consumo de una dieta deficiente en proteína y de la  
infección bacteriana (L monocytogenes) sobre la distribución de células T  
CD4+, T CD8+ y T CD4+CD8+ en timocitos de ratón.       
 
Figura 10. Regresión lineal para el conteo celular por citometría de flujo  
usando CytoCount.           
 
Figura 11. Efecto de CXCL12 e IGF-I sobre la migración dirigida de  
esplenocitos de ratón.           
 
Figura 12. Quimiotaxis de esplenocitos estimulados por CXCL12 100ng/mL (A),  
IGF-I 10 nM (B) y una mezcla de CXCL12 100ng/mL e IGF-I 10 nM (C).   
 
7 
 
 
9 
 
 
19 
 
 
25 
 
 
 
 
56 
 
 
 
57 
 
 
60 
 
 
61 
 
 
 
62 
 
 
65 
 
 
69 
 
 
71 
 
Resumen y Abstract XIX
 
Figura 13. Migración basal y estimulada por CXCL12 (100ng/mL) de  
esplenocitos de ratón.           
 
Figura 14. Migración basal y estimulada por IGF-I (10nM) de esplenocitos  
de ratón.            
 
Figura 15. Quimiotaxis de timocitos estimulados por CXCL12 100ng/mL (A),  
IGF-I 10 nM (B) y una mezcla de CXCL12 100ng/mL e IGF-I 10 nM (C).    
 
Figura 16. Migración basal y estimulada por CXCL12 (100ng/mL) de  
timocitos de ratón.            
 
Figura 17. Migración basal y estimulada por IGF-I (10 nM) de timocitos de  
ratónFigura 18. Resultado representativo para la evaluación de la integridad  
del RNA por electroforesis en gel de agarosa 1% tal como se describió  
en materiales y métodos.          
   
 
Figura 19. Resultado para la evaluación de condiciones para análisis por  
PCR de la expresión del gen de IGF-I (tamaño del amplificado de 163 pb).    
 
Figura 20. Resultados por RT-PCR en tiempo real para la expresión relativa  
del gen de IGF-I (A) y de IGF-IR (B) en esplenocitos de ratones.     
 
Figura 21. Resultados por RT-PCR en tiempo real para la expresión relativa  
del gen de IGF-I (A) y de IGF-IR (B) en timocitos de ratones.                            
 
Figura 22. Resultados por RT-PCR en tiempo real para la expresión relativa  
del gen de CXCL12 (A), CXCR4 (B) Y CXCR7 (C) en esplenocitos de ratones.   
 
Figura 23. Resultados por RT-PCR en tiempo real para la expresión relativa  
del gen de CXCL12 (A), CXCR4 (B) Y CXCR7 (C) en timocitos de ratones.    
 
Figura 24. Resultados por RT-PCR en tiempo real para la expresión relativa  
del gen de CCL3 (A) y CCR1 (B) en esplenocitos de ratones.      
 
Figura 25. Resultados por RT-PCR en tiempo real para la expresión relativa  
del gen de CCL3 (A) y CCR1 (B) en timocitos de ratones.      
 
Figura 26. Resultados por RT-PCR en tiempo real para la expresión relativa  
del gen de L-selectina en esplenocitos de ratones.       
 
Figura 27. Resultados por RT-PCR en tiempo real para la expresión relativa  
del gen de L-selectina en timocitos de ratones.                                                  
 
Figura 28. Cambios globales observados a nivel de la expresión de genes  
relacionados con quimiotaxis y migración celular evaluada por PCR en  
tiempo real.             
 
Figura 29.  Imágenes originales del análisis por electroforesis bidimensional  
para esplenocitos de ratones 4 (A) y 12 (B).        
 
72 
 
 
72 
 
 
74 
 
 
74 
 
 
 
77 
 
 
 
 
78 
 
 
79 
 
 
80 
 
 
82 
 
 
83 
 
 
84 
 
 
85 
 
 
86 
 
 
87 
 
 
 
87 
 
 
89 
XX Relación entre los niveles circulantes del factor de crecimiento similar a la insulina tipo I 
(IGF-I) y la  expresión diferencial de genes relacionados con migración en células 
linfoides
 
 
Figura 30. Selección de áreas para las imganes de 2D-PAGE de esplenocitos 4 (B)  
y 12 (C) y superposición de imágenes ó Master (A).      
 
Figura 31. Detección de ¨spots¨ comunes entre los proteomas totales de 
esplenocitos  
de ratón, determinados por 2D-PAGE, correspondientes a los grupos 4 (B) y 12(C)  
y en la superposición de estos (A).          
 
Figura 32. Comparación de ¨spots¨ del grupo 4 (B) con la superposición ó  
Master (A).            
 
Figura 33. Comparación de ¨spots¨ del grupo 12 (B) con la superposición ó  
Master (A).             
 
Figura 34. Diagrama de Venn de las proteínas totales expresadas en bazo de  
ratones alimentados con dietas de 12 % y 4% de proteína.     
 
Figura 35. Clasificación funcional de proteínas identificadas en los extractos de  
Timo 12          
 
Figura 36. Clasificación funcional de proteínas identificadas en los extractos de  
Timo 4              
 
Figura 37. Clasificación funcional de proteínas identificadas en los extractos de  
Timo 12 infectado             
 
Figura 38. Clasificación funcional de proteínas identificadas en los extractos de  
Timo 4 infectado             
 
Figura 39. Clasificación funcional de proteínas identificadas en los extractos de  
Bazo 12              
 
Figura 40. Clasificación funcional de proteínas identificadas en los extractos de  
Bazo 4               
 
Figura 41. Clasificación funcional de proteínas identificadas en los extractos de  
Bazo 12 infectado               
 
Figura 42. Clasificación funcional de proteínas identificadas en los extractos de  
Bazo 4 infectado   
 
 
 
 
 
 
90 
 
 
 
 
91 
 
 
91 
 
 
92 
 
 
93 
 
 
105 
 
 
103 
 
 
104 
 
 
104 
 
 
105 
 
 
105 
 
 
106 
 
 
106 
 
Resumen y Abstract XXI
 
 
Lista de tablas 
Pág. 
 
Tabla 1. Diseño biológico de desnutrición e infección.      
 
Tabla 2. Estandarización de microesferas como población de referencia para  
conteo por citometría de flujo.         
 
Tabla 3. Determinación de concentración de estímulos y comprobación de  
IGF-I como agente quimiotáctico.        
  
Tabla 4. Mezcla de reacción empleada en transcripción reversa.    
 
Tabla 5. Oligonucleótidos usados como iniciadores para análisis por PCR  
en tiempo real.          
  
 
Tabla 6. Condiciones empleadas para estandarización de parámetros para  
análisis por PCR en tiempo real.         
 
Tabla 7. Gradiente de elución por HPLC para análisis proteómico.    
 
Tabla 8. Determinación de UFC en suspensiones bacterianas de L.  
monocytogenes, para la preparación de inóculos.     
  
Tabla 9. Efecto de la desnutrición proteica e infección con L. monocytogenes  
sobre los niveles séricos de Interferón- en ratones.      
 
Tabla 10. Influencia del déficit proteico e infección sobre el peso corporal y  
el  peso de bazo y timo.         
  
Tabla 11. Distribución de linfocitos en timo de ratones alimentados con dieta 
deficiente en proteína e infectados.       
  
Tabla 12. Distribución de linfocitos en bazo de ratones alimentados con  
dieta deficiente en proteína e infectados.      
  
Tabla 13. Evaluación de la linealidad del conteo celular, por citometría  
de flujo, usando microesferas Cytocount.      
  
36 
 
 
43 
 
 
44 
 
47 
 
 
47 
 
 
 
49 
 
53 
 
 
55 
 
 
57 
 
 
59 
 
 
63 
 
 
63 
 
65 
XXII Relación entre los niveles circulantes del factor de crecimiento similar a la insulina tipo I 
(IGF-I) y la  expresión diferencial de genes relacionados con migración en células 
linfoides
 
 
Tabla 14. Análisis de coeficiente de correlación.     
 
Tabla 15. Coeficiente beta.          
 
Tabla 16. Intervalos de confianza.         
 
Tabla 17. Análisis de varianza.         
 
Tabla 18. Evaluación de la recuperación de células provenientes de los pozos 
inferiores de la cámara de transwell.         
 
Tabla 19. Distribución de subpoblaciones positivas para CXCR4 en linfocitos  
de bazo de ratones alimentados con dieta deficiente en proteína e  
infectados.            
 
Tabla 20. Distribución de subpoblaciones positivas para CXCR4 en linfocitos de  
timo de ratones alimentados con dieta deficiente en proteína e infectados.   
 
Tabla 21. Identificación de proteínas en timo.        
 
Tabla 22. Identificación de proteínas en bazo 
 
66 
 
66 
 
67 
 
67 
 
 
68 
 
 
 
76 
 
 
76 
 
93 
 
98 
 
Contenido XXIII
 
Abreviaturas 
(GH) Hormona de crecimiento  
(IGF-I) Factor de crecimiento similar a la insulina tipo I 
(IGF-IR) Receptor de IGF-I 
(LID)  Liver-specific Igf-I Deficient 
(IGF-II) Factor de crecimiento similar a la insulina tipo II 
(IGF-IIR) Receptor de IGF-II 
(IGFBP) Proteína de unión a IGF 
(ALS) Subunidad ácido labil 
(GHR) Receptor de GH  
(NK) Células Natural Killers  
(TNF) Factor de Necrosis Tumoral 
(IL) Interleuquina 
(GHRF) Factor liberador de Hormona de Crecimiento 
(IFN-) Interferón-  
(CSF) Factor de estimulación de colonias 
(DC) Células dendríticas 
(KO) Knock out 
(LLO) Listeriolisina O 
(MHC1) Complejo mayor de histocompatibilidad de clase 1 
(MHC2) Complejo mayor de histocompatibilidad de clase 2 
(CTL) Linfocitos T CD8+ citotóxicos  
(MCP-1) Proteína quimiotáctica de monocitos tipo -1 
XXI
V 
Relación entre los niveles circulantes del factor de crecimiento similar a la insulina tipo I 
(IGF-I) y la  expresión diferencial de genes relacionados con migración en células 
linfoides
 
(TLRs)  Receptores similares a Toll 
(APC) Células profesionales de presentación de antígeno 
(SDF-1) Factor derivado de células estromales-1 
(CXCL) Quimioquina tipo CXC 
(CCL) Quimioquina tipo CC 
(CXCR) Receptor de quimioquina CXC  
(CCR) Receptor de quimioquina CC 
(VSMC) Células vasculares de músculo liso 
(bFGF) Factor de crecimiento de fibroblastos básico  
(PDGF) Factor de crecimiento derivado de plaquetas 
(MSC)  Células madre mesenquimales 
(MIP-1) Proteína inflamatoria de macrófago 1 
(12) Grupo de animales alimentado con dieta del 12% 
(4) Grupo de animales alimentado con dieta del 4% 
(12I) Grupo de animales alimentado con dieta del 12% e infectados con L 
monocytogenes 
(4I) Grupo de animales alimentado con dieta del 4% e infectados con L monocytogenes 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Resumen y Abstract XXV
 
 
 
PUBLICACIONES 
 Sergio Cuervo-Escobar, Adriana Umaña-Pérez, Karina Vargas-Sánchez, Catalina 
Arévalo-Ferro, Wilson Mejía-Naranjo, Myriam Sánchez-Gómez. La desnutrición 
proteica y la infección regulan la expresión del receptor de quimioquina 
CXCR4 en subpoblaciones linfoides de ratón. Revista de la Academia 
Colombiana de Ciencias Exactas, Físicas y Naturales. 2009 Vol 33 No. 128. 
 
 S. Cuervo-Escobar, A. Umaña-Pérez, M. Sánchez-Gómez. CXCL12 and IGF-I-
stimulated cell chemotaxis, and key molecules involved in migration 
processes are regulated by nutritional status in lymphocytes of mice 
infected with L monocytogenes. En preparación. 
. 
PUBLICACIONES CORTAS 
 
 S. Cuervo-Escobar, A. Umaña-Pérez, K. Vargas-Sánchez, C. Arévalo-Ferro, W. 
Mejía-Naranjo, M. Sánchez-Gómez. P-105 CXCR4 expression in lymphocytes 
of IGF-I deficient mice infected with an intracellular pathogen. Growth 
Hormone & IGF Research, Volume 18, Supplement 1, September 2008, Page S58 
 
 Cuervo Escobar Sergio, Umaña Pérez Adriana, Vargas Sánchez Karina, Arévalo 
Ferro Catalina, Mejía Naranjo Wilson, Sánchez Gómez Myriam. Papel del IGF-I 
circulante en la distribución de poblaciones linfoides en ratones infectados 
con L. monocytogenes. Memorias del XLIII Congreso Nacional de Ciencias 
Biológicas. Octubre 2008. Vol. 20. 
 
 Vargas Sánchez Karina, Cuervo Escobar Sergio, Umaña Pérez Adriana, Sánchez 
Gómez Myriam. Efecto del déficit proteico en el peso de órganos linfoides y 
secreción de IFN-γ en ratones infectados con Listeria monocytogenes. 
Memorias del XLIII Congreso Nacional de Ciencias Biológicas. Octubre 2008. Vol. 
20. 
 
 Cuervo Escobar Sergio, Umaña Pérez Adriana, Vargas Sánchez Karina, Vallejo 
Pulido Andrés, Mejía Naranjo Wilson, Sánchez Gómez Myriam. Expresión de 
genes relacionados con migración celular en linfocitos de ratones 
deficientes en IGF-I sérico e infectados con L. monocytogenes. Memorias del 
XLIV Congreso Nacional de Ciencias Biológicas. Octubre 2009. Vol. 21 p88. 
 
 S. Cuervo-Escobar, A. Umaña-Pérez, P. Cuervo, M. Sánchez-Gómez. P51-
Defective chemotaxis of lymphoid cells to L. monocytogenes infection in 
serum IGF-I restricted mice Growth Hormone & IGF Research, Volume 20, 
Supplement 1, October 2010, Page S57. 
 
 
XXV
I 
Relación entre los niveles circulantes del factor de crecimiento similar a la insulina tipo I 
(IGF-I) y la  expresión diferencial de genes relacionados con migración en células 
linfoides
 
 
PRESENTACIONES EN EVENTOS 
 
 
 The Fourth International Congress of the GRS and the IGF Society 
Genova – Italia.  Poster:  P-105 “CXCR4 expression in lymphocytes of IGF-I deficient 
mice infected with an intracellular pathogen” Septiembre 16 a 20 del 2008. 
 
 XLIII Congreso Nacional de Ciencias Biológicas  
Yopal – Colombia  Ponente:  “Papel del IGF-I circulante en la distribución de poblaciones 
linfoides en ratones infectados con L. monocytogenes” Octubre 7 a 10 del 2008. 
 
 XLIV Congreso Nacional de Ciencias Biológicas  
Popayán – Colombia  Ponente:  “Expresión de genes relacionados con migración celular 
en linfocitos de ratones deficientes en IGF-I sérico e infectados con L. monocytogenes” 
Octubre 6 a 10 del 2009. 
 
 Biotecnología Habana 2009. Aplicaciones Médicas de la Biotecnología. 
La Habana – Cuba.  Poster:  “Relationship between circulating insulin-like Growth Factor-I 
(IGF-I) levels and cytokine expression profile in early immune response” Noviembre 2 a 5 
del 2009. 
 
 The Fifth International Congress of the GRS and the IGF Society 
Nueva York – Estados Unidos.  Ponente:  P-51 “Defective chemotaxis of lymphoid cells to 
L. monocytogenes infection in serum IGF-I restricted mice” Octubre 3 a 7 del 2010. 
 
 
 
 
 
 
 Introducción 
El sistema endocrino y el sistema inmune comparten un conjunto común de ligandos y 
receptores. Las células del sistema inmune poseen receptores para una gran cantidad de 
hormonas y factores de crecimiento, y de igual forma, citoquinas como los interferones, 
tienen también efectos hormonales en una gran variedad de órganos. Estos hallazgos 
sirven de base para profundizar en los mecanismos bioquímicos subyacentes a la 
comunicación bidireccional entre los sistemas inmune y endocrino. 
 
Numerosos estudios apoyan el papel de la hormona de crecimiento (GH), el factor de 
crecimiento similar a la insulina (IGF-I) y sus receptores en la función y homeostasis del 
sistema inmune (Auernhammer and Strasburger 1993; LeRoith, Yanowski et al. 1996). Es 
bien conocido que la GH producida por la hipófisis o pituitaria estimula la síntesis de IGF-
I en el hígado el cual es considerado como factor de importancia crucial para el 
crecimiento posnatal y desarrollo. Aunque el hígado es la fuente primaria de IGF-I 
circulante, se estableció desde hace más de dos décadas que los órganos linfoides como 
el timo, bazo y sangre periférica producen y responden a la GH sintetizando y liberando 
IGF-I. La presencia de receptores para estas hormonas en poblaciones linfocitarias, 
sugiere que, adicionalmente al mecanismo tradicional endocrino, existe un mecanismo 
local de acción paracrino/autocrino de estas hormonas (Leung, Spencer et al. 1987; 
Kooijman, Willems et al. 1992) 
 
La importancia de la acción autocrina/paracrina del eje GH/IGF-I se ha puesto de 
manifiesto a través de los estudios en animales con deleción específica del gen de igf-I 
hepático (LID), los cuales no difieren en tamaño y peso corporal de sus respectivos 
controles, aunque el tamaño de órganos linfoides como bazo y timo se ve reducido. Estos 
estudios han demostrado que el hígado produce aproximadamente el 75% del IGF-I 
circulante, pero esta forma endocrina no es esencial para el crecimiento posnatal, 
sugiriendo que el IGF-I producido localmente puede estar mediando los efectos 
promotores del crecimiento. Además, se sugiere que el IGF-I circulante tiene un papel 
regulador del desarrollo de órganos linfoides primarios y secundarios, y por lo tanto del 
funcionamiento del sistema inmune. 
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La nutrición es un determinante de la respuesta inmune y el déficit de proteína y calorías 
tienen efectos deletéreos en el sistema de defensa de un organismo. Se sabe que tanto 
el consumo de proteína como el de energía, son críticos en la regulación del eje 
endocrino GH/IGF-I y que el estrés nutricional está acompañado de un estado de 
resistencia global a la acción de la GH, aunque los mecanismos responsables han sido 
poco estudiados.  
 
Estudios recientes realizados en nuestro grupo de investigación empleando el modelo de 
silenciamiento específico del gen del IGF-I hepático (LID) permitieron establecer que el 
IGF-I extra-hepático y enviado a la circulación está también regulado por el estado 
nutricional. Además, los estudios comparativos entre rata y ratón, demostraron que el eje 
hormonal GH/IGF-I en órganos linfoides presenta cambios específicos intra e 
interespecie en condiciones de déficit de proteína, apoyando su papel regulador e incluso 
protector del sistema inmune (Naranjo, Yakar et al. 2002). El bazo resultó ser un órgano 
muy sensible a los cambios en el IGF-I circulante, aunque la expresión local del IGF-I 
aparentemente no se afecta por  el estado nutricional del animal (Mejia and Sanchez 
2004).  
 
Dentro de los fenómenos involucrados en la función inmune, la migración celular resulta 
fundamental para la respuesta a agentes infecciosos. La migración celular es esencial en 
diversos procesos biológicos, tanto fisiológicos como patológicos (Yamaguchi and 
Condeelis 2007). La quimiotaxis, un tipo de migración celular dirigida a favor o en contra 
de un gradiente químico, es esencial en procesos de inflamación, curación de heridas y 
en general en una respuesta inmune adecuada (Jin and Hereld 2006).  
 
La relación entre nutrición, migración y resistencia a infecciones resulta compleja. Se ha 
descrito que la capacidad migratoria de células hematopoyéticas está alterada en los 
animales deficientes en IGF-I hepático (Welniak, Karas et al. 2004) sugiriendo un papel 
del IGF-I circulante en la funcionalidad celular, y que tanto, la desnutrición como las 
deficiencias hormonales, interfieren con la migración de leucocitos y neutrófilos, además 
de disminuir la expresión de moléculas de adhesión en leucocitos y células endoteliales 
(Landgraf, Martinez et al. 2005; Cavalcanti, Lotufo et al. 2006; Landgraf, Tostes et al. 
2007; Landgraf, Tostes Rde et al. 2007). Sin embargo, hasta el momento no se ha 
establecido claramente cómo el régimen nutricional puede afectar la migración de las 
células y sus efectos, específicamente sobre la migración dirigida de células del sistema 
inmune ante un reto con un agente infeccioso.   
 
Con el objetivo de establecer la posible asociación entre los niveles de IGF-I circulante y 
la quimiotaxis de células linfoides se planteó el presente estudio. Se hizo uso de un 
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modelo animal de restricción proteica con niveles reducidos de IGF-I circulante 
semejantes a los exhibidos por el modelo LID y se analizaron las respuestas funcionales 
y moleculares relacionadas con migración, en respuesta a la infección con un patógeno 
intracelular, Listeria monocytogenes. Se pudo establecer que el IGF-I cumple varias 
funciones, entre éstas y de manera novedosa, se demostró su capacidad para estimular  
la migración de esplenocitos y timocitos, función que depende del estado nutricional y 
que tiene implicaciones en la respuesta adecuada contra un agente infeccioso. 

  
 
1. Estado actual del tema 
1.1. Sistema IGF 
 
El sistema IGF está constituido por los ligandos IGF-I e IGF-II, los receptores IGF-IR, IR e 
IGF-IIR/Manosa 6-fosfato, seis proteínas de unión a IGF (IGFBP-1 a -6) y proteasas 
específicas para las proteínas de unión (Figura 1). El IGF-I y el IGF-II comparten un 50% 
de homología con la insulina, la principal diferencia está en que estos péptidos retienen la 
cadena C que es clivada en la prolinsulina (Jones and Clemmons 1995). La respuesta 
celular a los IGFs están mediadas por el receptor IGF-IR, mientras que el receptor IGF-
IIR/Manosa 6-fosfato, es primariamente responsable de la depuración del IGF-II, aunque 
recientemente se ha planteado un papel en la modulación de vías de señalización 
intracelular. Los receptores de IGF-I y de Insulina (IR) presentan una homología del 60% 
en la secuencia de aminoácidos, ambos receptores son homodímeros ensamblados a 
partir de cadenas α/β, poseen actividad de tirosina quinasa y la unión con los ligandos 
conduce a su activación por fosforilación en residuos de tirosina del dominio citosólico. La 
presencia de receptores híbridos IGF-IR/IR se ha descrito en células que expresan los 
dos tipos de receptores (Belfiori, Frasca et al. 2009). 
 
El hígado es el principal sitio de síntesis de IGF-I dependiente de GH y contribuye con el 
75% del péptido en la circulación. El sistema IGF es esencial para el crecimiento 
embrionario y postnatal normal, y juega un papel importante en la función del sistema 
inmune, la linfopoyesis y el crecimiento óseo entre otras funciones fisiológicas. La 
desregulación del sistema IGF dirige, entre otras patologías, a la estimulación del 
crecimiento y supervivencia de células cancerosas (LeRoith and D. 2003; Denley, 
Cosgrove et al. 2005).   
 
Hacia 1950, una primera aproximación a las acciones del eje GH/IGF-I planteó que el 
crecimiento somático estaba determinado por GH actuando sobre el hígado para 
estimular la síntesis y liberación de IGF-I, el cual mediaba los efectos de GH en varios 
tejidos (Salmon and Daughaday 1957).  Sin embargo,  la clonación del gen igf-I humano 
y de rata a finales de la década de 1980 (Shinar, Endo et al. 1993) y la detección de su 
expresión en casi todos los tejidos, permitieron demostrar los efectos locales de tipo 
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paracrino/autocrino del IGF-I, además de los ya conocidos de tipo endocrino (D’ercole, 
Applewhite et al. 1980). El papel crítico del sistema IGF en el crecimiento somático se ha 
establecido en ratones con eliminación de los genes de igf-I e igf-II y de sus receptores 
mediante el empleo de tecnologías de recombinación homóloga (Shinar, Endo et al. 
1993). 
 
Los IGFs son potentes mitógenos de un gran número de tipos celulares, incluidos los del 
sistema inmune y son esenciales para el crecimiento y desarrollo normal y es conocido 
que su actividad biológica está controlada por varios factores. En primer lugar, el número 
de sitios receptores para IGF-I en la superficie de las células blanco determina la 
intensidad del efecto del péptido. La mayoría de los efectos del IGF-I sobre el crecimiento 
y diferenciación son mediados a través de su unión al IGF-IR (Leroith, Werner et al. 
1995). En segundo lugar, el IGF-I en la circulación se encuentra formando complejos con 
las IGFBPs (Jones and Clemmons 1995). La mayor parte del IGF-I se encuentra en 
forma de un complejo ternario de 150 kDa consistente de IGF-I, IGFBP-3, proteína de 
unión predominante en el suero (42-45 kDa) y en menor proporción con IGFBP-5, y una 
subunidad ácido lábil (ALS, 84-89 kDa) (Figura 1). La asociación con ALS prolonga la 
vida media del IGF-I en el suero y facilita sus acciones endocrinas (Denley, Cosgrove et 
al. 2005). El IGF-I restante se encuentra en forma de complejos binarios (50 kDa) con las 
demás IGFBPs (aproximadamente 20%) o circula en forma libre (<5 %). Las principales 
funciones de las IGFBPs son el transporte de los IGF en la circulación y su distribución a 
los tejidos, prolongación de su vida media protegiéndolos de la degradación y 
controlando su acceso al receptor IGF-1R. El hígado es la fuente principal de IGFBP-3 y 
ALS cuya síntesis es dependiente de GH. En los tejidos el IGF-I se encuentra 
principalmente como complejos binarios. El bazo y timo de ratón expresan IGFBP-2, -4 y 
-5 y adicionalmente el bazo expresa IGFBP-3 y -6, mientras que IGFBP-1 es indetectable 
en ambos tejidos (Domene, Meidan et al. 1994; Mejia and Sanchez 2004). En tercer 
lugar, la biodisponibilidad del IGF-I está regulada por la cantidad de factores de 
crecimiento producidos y secretados por las células capaces de su síntesis. Del mismo 
modo, la expresión del gen del receptor IGF-IR está estrechamente controlada por los 
niveles locales y circulantes de un número de hormonas y factores de crecimiento. Estos 
componentes actúan conjuntamente en el control de diversos procesos biológicos 
cruciales que incluyen crecimiento, protección contra apoptosis, proliferación, 
diferenciación y migración celular. De la misma forma una desregulación en los 
componentes del sistema IGF se encuentra asociada a distintos estados patológicos 
(Eivindson, Gronbak et al. 2007; Guvakova 2007 ). 
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Figura 1. Representación del sistema IGF. El sistema IGF consiste de los péptidos 
(IGF-I, IGF-II e insulina), los receptores (IGF-IR, dos isoformas del receptor de 
insulina IR-A e IR-B, híbridos IGF-IR:IR e IGF-2R) y seis proteínas de unión de alta 
afinidad por los IGFs (IGFBP-1 a 6). Los IGFs circulan principalmente en un 
complejo ternario conformado por IGF:IGFBP-3:ALS. La liberación de los IGFs de 
las IGFBPs ocurre luego de la proteólisis de la IGFBP ó la unión a la matriz 
extracelular (ECM). Las IGFBPs también pueden actuar de forma independiente a 
IGF por medio de receptores que aun no se encuentran bien definidos. (Denley, 
Cosgrove et al. 2005).  
 
1.2. El eje GH/IGF-I en el sistema inmune 
 
1.2.1. Expresión de componentes del eje GH/IGF-I y acciones en 
células del sistema inmune 
Investigaciones realizadas en los últimos años soportan la estrecha comunicación 
existente entre el sistema inmune y el sistema endocrino. Existe un gran cuerpo de 
evidencia que sugiere que el eje GH/IGF-I tiene un papel importante en la funcionalidad 
del sistema inmune. Tanto GH como IGF-I son sintetizados y secretados por varias 
células inmunocompetentes, así mismo sus receptores son expresados sobre dichas 
células (Weigent, Baxter et al. 1988; Kooijman, Willems et al. 1992; Xu, Mardell et al. 
1995). El eje GH/IGF-I, junto con citoquinas, contribuye a la regulación del desarrollo y 
proliferación de células del sistema inmune, lo que plantea su papel en la función inmune 
celular y humoral (Auernhammer and Strasburger 1993; LeRoith, Yanowski et al. 1996; 
Mejía-Naranjo, Sánchez-Gómez et al. 2002). 
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Los linfocitos de sangre periférica producen GH inmunorreactiva con peso molecular 
similar a la producida en la hipófisis, y se sabe que ante un estímulo mitogénico el 
número de células que producen GH se incrementa. Se han detectado transcritos de GH 
en el bazo, nódulos linfáticos y timo y que los reguladores de la síntesis y secreción de 
GH en la hipófisis, el receptor de GH (GHR) y somatostatina, también son producidos en 
los linfocitos (Hattori, Ikekubo et al. 1994). Estudios adicionales demostraron que el 
tratamiento de células del sistema inmune con GH modula la función inmune humoral y 
celular, incluyendo la secreción de inmunoglobulinas de células B, la secreción de 
timulina de células epiteliales del timo, la actividad de células Natural Killers (NK), la 
fagocitosis y la activación de neutrófilos y macrófagos (Kooijman, Hooghe-Peters et al. 
1996; Weigent 1996). La expresión de GH y su receptor, así como de sus factores 
reguladores en el sistema inmune, sugiere que la GH puede actuar de forma endocrina y 
autocrina/paracrina, y por lo tanto es un indicativo de la intercomunicación entre los 
sistemas endocrino e inmune. 
 
Casi todas las células del sistema inmune, incluidos linfocitos T y B, células 
mononucleares sanguíneas periféricas y células NK expresan el receptor IGF-IR y son 
susceptibles de los efectos del IGF-I (Buul-Offersa and Kooijmanb 1998 ; Heemskerk, 
Daemen et al. 1999).  Por otra parte, se ha demostrado que además de GH, mediadores 
pro-inflamatorios como el Factor de Necrosis Tumoral (TNF-) y la prostaglandina E2, 
inducen la producción de IGF-I en macrófagos. Como factor de diferenciación el IGF-I 
producido por las células estromales de la médula ósea juega un papel importante en la 
regulación de la hematopoyesis primaria de células B. Como cofactor de proliferación de 
células B, el IGF-I sinergiza el efecto proliferativo de la Interleuquina 7 (IL-7) sobre 
células Pro-B (Landreth, Narayanan et al. 1992; Gibson, Piktel et al. 1993). Además se 
ha demostrado que el IGF-I promueve la función inmune después del transplante de 
médula ósea en ratones adultos irradiados (Tsarfaty, Longo et al. 1994). 
 
In vitro se ha demostrado una alta afinidad de unión del IGF-I hacia células T y B, 
además la cantidad de IGF-IR sobre las células T incrementa después de la estimulación 
con un mitógeno (Buul-Offersa and Kooijmanb 1998 ; Heemskerk, Daemen et al. 1999). 
In vivo, el tratamiento de ratas hipofisectomizadas conduce al incremento preferencial en 
el tamaño del timo y bazo, que se refleja en un incremento de linfocitos T y B de bazo y 
timo. Además de un papel proliferativo, al IGF-I se le ha atribuido un rol en la 
diferenciación de células precursoras linfoides. El IGF-I incrementa la diferenciación de 
células progenitoras T en timo y también se ha demostrado que está involucrado en la 
diferenciación de pro-linfocitos B de médula ósea (Buul-Offersa and Kooijmanb 1998 ; 
Heemskerk, Daemen et al. 1999). Además de las acciones en proliferación y 
diferenciación del IGF-I sobre linfocitos T y B, residentes en bazo y timo, han sido 
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identificados distintos efectos directos sobre la función de estos (Buul-Offersa and 
Kooijmanb 1998 ; Heemskerk, Daemen et al. 1999). Adicionalmente, se ha demostrado 
que la expresión de IGF-I en el sistema inmune es regulada por citoquinas como la 
interleuquina 1 (IL-1) y el interferón- mostrando además una función similar a citoquina 
por parte del IGF-I (Buul-Offersa and Kooijmanb 1998). A partir de estas observaciones 
se ha llegado a establecer un modelo del feedback entre el sistema inmune y el sistema 
endocrino a nivel del hipotálamo y la hipófisis (Figura 2). Todo lo anterior evidencia los 
profundos efectos que tiene el IGF-I sobre la proliferación, diferenciación y funcionalidad 
de linfocitos maduros o en proceso de maduración, en órganos linfoides primarios y 
secundarios.  
 
 
 
Figura 2. Posible papel de GH e IGF-I como citoquinas o moduladores endocrinos 
del sistema inmune. IL-1 es mostrada como ejemplo de cómo las citoquinas 
pueden actuar sobre la pituitaria (Buul-Offersa and Kooijmanb 1998).  
 
1.2.2. Modelos genéticos con deficiencias hormonales y función 
inmune 
La idea de que GH influye en el sistema inmune se originó a partir de los hallazgos en 
animales hipofisectomizados así como en seres humanos o animales con deficiencias en 
hormonas hipofisarias (Kelley 1989; Gala 1991; Kelley, Arkins et al. 1992). En general, 
defectos en inmunidad humoral y mediada por células fueron observados en roedores 
hipofisectomizados, incluyendo una reducción en la respuesta de anticuerpos. 
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Resultados similares se obtuvieron en los modelos de ratones enanos y Snell-Bagg que 
carecen de GH y PRL (Berczi, Nagy et al. 1981; Kelley 1989; Gala 1991; Kelley, Arkins et 
al. 1992) . 
 
Los efectos de la carencia de IGF-I sobre la inmunidad han sido más difíciles de estudiar, 
debido a que los modelos genéticos carentes de IGF-I (IGF-I-/- y lit/lit) presentan una gran 
tasa de mortalidad antes de nacer. No obstante, ha sido posible demostrar que dichos 
animales no presentan diferencias significativas en la respuesta inmune comparados con 
los normales (Dorshkind and Horseman 2000; Kelley, Weigent et al. 2007). En general, 
diferentes estudios llevados a cabo con modelos genéticos con deficiencias hormonales 
han planteado un nuevo rol para la PRL, la GH y el IGF-I en la regulación de la repuesta 
inmune (Dorshkind and Horseman 2000). Un estudio para evaluar la respuesta inmune 
en ratones lit/lit deficientes en GH/IGF-I, por mutación en el gen del receptor del Factor 
liberador de Hormona de Crecimiento (ghrf), no mostró defectos en la inmunidad celular y 
humoral después de un reto con antígenos T dependientes e independientes en infección 
con Listeria monocytogenes. Esto ha conducido al planteamiento de una nueva hipótesis 
que establece que GH e IGF-I no son inmunorreguladores obligados, sino que por sus 
acciones anabólicas pueden actuar como hormonas moduladoras del estrés en muchas 
células, incluidas las del sistema inmune (Foster, Jensen et al. 2000). 
 
Con el fin de distinguir entre el papel del IGF-I circulante y las formas autocrina/paracrina 
del IGF-I se generó un modelo de silenciamiento condicional ó tejido específico, dirigido a 
silenciar el gen de IGF-I en hígado, fuente principal del IGF-I en circulación. Este modelo 
con deleción específica del gen igf-I hepático (LID) presenta una reducción de 
aproximadamente el 75% en los niveles circulantes de IGF-I y un incremento de 
aproximadamente 4 veces en las concentraciones séricas de GH respecto de su 
respectivo control (Yakar, Liu et al. 1999). Los parámetros de crecimiento tales como 
longitud del cuerpo, longitud femoral, peso de órganos y peso corporal no mostraron 
ninguna diferencia al compararlos con sus respectivos controles silvestres, la única 
excepción fue el bazo, el cual mostró un tamaño reducido. Las observaciones anteriores 
llevaron a postular que el crecimiento somático podría estar regulado principalmente por 
el IGF-I producido localmente, mientras que el IGF-I en la circulación funcionaría 
principalmente como un regulador negativo de la secreción de GH y además podría ser 
importante en el desarrollo de órganos linfoides y de la función inmune (Yakar, Liu et al. 
1999; Le roith, Bondy et al. 2001). 
 
El estudio de algunos parámetros hematopoyéticos del modelo LID mostraron una 
disminución en el número de células progenitoras hematopoyéticas en el bazo de estos 
ratones (Welniak, Karas et al. 2004). Una posible interpretación puede ser que las células 
progenitoras mieloides abandonan la médula ósea pero debido a un fenómeno de 
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desactivación de la migración transendotelial se inhibe su entrada al bazo acumulándose 
en la sangre. Lo anterior ha llevado a postular que el nivel de IGF-I circulante podría 
entonces modular la migración de progenitores mieloides hacia el bazo o su permanencia 
en el interior del órgano, con lo cual dicho factor de crecimiento podría ser importante a 
nivel de un parámetro inmune como lo es la migración celular y más específicamente la 
quimiotaxis, que resulta crítica a nivel de respuesta inmune.  
 
1.2.3. Regulación nutricional del eje GH/IGF-I 
  
La nutrición es un importante regulador del eje GH/IGF-I. Tanto la ingesta de proteína 
como de calorías son reguladores críticos de los niveles séricos de IGF-I, GH, IGFBP-3 e 
IGFBP-1.  En humanos cuando hay restricción en proteína y/o calorías los niveles séricos 
de GH se elevan, mientras que los de IGF-I se reducen. La expresión del mRNA del 
receptor de GH en hígado se reduce, condición que disminuye la capacidad de unión a 
GH, lo que es parcialmente responsable de la insensibilidad o resistencia a la acción de 
la GH en desnutrición. 
 
En el Grupo de Investigación de Hormonas de la Universidad Nacional de Colombia se 
han adelantado varios estudios para comprender si la nutrición tiene el mismo efecto 
regulador sobre el eje local GH/IGF-I. Se determinó la presencia de receptores para GH 
en membrana de células linfoides humanas y murinas, con mayores niveles de expresión 
en linfocitos B en comparación con linfocitos T (Mejía-Naranjo, Sánchez-Gómez et al. 
2002). En un estudio reciente en rata fueron determinadas las principales subpoblaciones 
linfoides  que son blanco de acción de GH, así como el efecto del estrés nutricional en la 
distribución relativa de las células linfoides positivas para el receptor de GH (Mejia and 
Sanchez 2004) se observó un incremento del 12% al 52% en el número de células B 
positivas para GHR y del 8% al 17% en células T CD4+ positivas para GHR. El 
incremento en los sitios receptores para GH en linfocitos bajo estrés catabólico inducido 
por la restricción en proteína, apoya la hipótesis de un papel modulador del eje GH/IGF-I 
en la preservación de la homeostasis del sistema inmune. 
 
Mediante FACS y ensayos de protección con ribonucleasa, llevados a cabo sobre el 
modelo murino LID, se pudo demostrar que el déficit de proteína en la dieta es un factor 
estimulante de la expresión de receptores para GH e IGF-I en el bazo de  estos ratones 
(Mejía-Naranjo, Yakar et al. 2002). Los cambios más notables se observaron en linfocitos 
B, siendo entonces importantes en la sobre activación del eje GH/IGF-I. Así mismo, los 
niveles del mRNA de la principal proteína de unión a IGF, IGFBP-3, medidos por 
Northern blot resultaron elevados en los animales restringidos nutricionalmente, lo que 
sugiere un incremento en la tasa de formación de los complejos con el IGF-I circulante o 
producido localmente. Estos resultados, en resumen, apoyan la hipótesis de que el eje 
GH/IGF-I en bazo responde al estrés nutricional causado por la disminución en el nivel de 
proteína dietaria, de modo que se preserve la homeostasis del tejido.  
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Aunque los animales LID exhiben un tamaño reducido del bazo y del timo en 
comparación con los controles, el porcentaje relativo de células B y T no se afecta por el 
silenciamiento del gen IGF-I hepático; sin embargo, muestran un incremento marcado en 
la población de células T CD4+ bajo restricción nutricional (Mejía-Naranjo, Yakar et al. 
2002). En órganos linfoides primarios como el timo, no se encontraron diferencias en los 
timocitos inmaduros dobles positivos (CD4+CD8+) ni en las subpoblaciones maduras 
(CD4+CD8- y CD4-CD8+) en los LID y controles. La deficiencia de proteína sí mostró 
diferencias relacionadas con el proceso de maduración de timocitos, lo que sugiere una 
participación del IGF-I circulante en la hematopoyesis y linfopoyesis (Mejía-Naranjo, 
Yakar et al. 2002). Adicionalmente en estos estudios fue posible demostrar que la 
condición fisiológica de ratones LID, que presentan niveles circulantes de IGF-I reducidos 
en un 75%, es comparable a los niveles obtenidos como resultado de una dieta con bajo 
contenido de proteína (4%) en comparación con ratones alimentados con dietas de 
contenido normal de proteína (12%) (Naranjo, Yakar et al. 2002). 
 
En conjunto los resultados de estos estudios sugieren que el eje local GH/IGF-I en 
células linfoides puede estar modulando cambios adaptativos, protegiendo al sistema 
inmune de efectos deletéreos mayores causados por la desnutrición. Lo anterior es 
consistente con la hipótesis que atribuye funciones inmunomoduladoras a GH e IGF-I con 
base en sus acciones anabólicas y por lo tanto no serían reguladores obligados del 
sistema inmunitario (Foster, Jensen et al. 2000). Sin embargo, es necesario profundizar 
aún más para comprender todas las implicaciones fisiológicas y patológicas del papel del 
IGF-I en la regulación de la inmunidad y específicamente en la evaluación de la 
respuesta inmune celular y/o humoral ante el reto con antígenos específicos. 
 
1.3 Citoquinas 
1.3.1. Citoquinas y respuesta inmune 
Teniendo en cuenta que el sistema inmune hace uso de la relación directa entre sus 
componentes celulares y moleculares para sostener una respuesta protectora, los 
agentes patógenos son reconocidos en primera instancia, por agentes celulares, que 
inducen cascadas de señalización para la activación de células especializadas en la 
presentación del antígeno, y destrucción del mismo (Guermonprez, Valladeau et al. 
2002), así como, la estimulación de factores moleculares, que controlan la activación, 
migración y diferenciación de las células protectoras  (Akira, Takeda et al. 2001). 
Entre los factores moleculares más importantes en la regulación y sostenimiento de la 
respuesta inmune se encuentran las citoquinas. A diferencia de las hormonas endocrinas 
clásicas, que son generalmente producidas en órganos distintos y regulan respuestas 
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fisiológicas que son importantes para el  funcionamiento normal de los tejidos, las 
citoquinas realmente sólo tienen un papel en los tejidos en momentos en que son 
sometidos a grandes retos o cambios fisiológicos. Tales eventos ocurren típicamente 
durante infección y trauma tisular en donde las citoquinas desempeñan un papel 
importante en defensa y reparación de tejidos durante dichos eventos. Las citoquinas han 
sido particularmente asociadas con inmunidad. Adicionalmente a la regulación de células 
del sistema inmune innato y adaptativo, regulan el crecimiento y diferenciación celular, 
como también influencian la implantación embrional y el desarrollo fetal, y pueden 
también ser importantes en enfermedades no inmunológicas. 
 
Las citoquinas, conforman un grupo heterogéneo de péptidos secretados por una gran 
variedad de tipos celulares, entre los cuales se incluyen células hematopoyéticas como 
monocitos/macrófagos, linfocitos y células NK. Las citoquinas ejercen sus efectos a 
través de la interacción con receptores específicos sobre las células blanco, actuando de 
manera paracrina o autocrina. Entre las principales sub-familias se encuentran 
Interleuquinas (IL), Interferones (IFN), Factores de necrosis tumoral (TNF), Factores de 
estimulación de colonias (CSF), Neuropoietinas y Factores de crecimiento (Banchereau, 
Briere et al. 2000; Moser and Murphy 2000). Las interleuquinas son moléculas 
biológicamente activas que transmiten señales de diferenciación  y crecimiento en varios 
tipos de leucocitos. Los interferones, inicialmente se describieron como proteínas 
capaces de inhibir la replicación de DNA y RNA viral, pero subsecuentemente se 
identificaron sus efectos sobre proliferación y diferenciación. Los CSF potencian la 
diferenciación de células madre de medula ósea.  
 
Entre las citoquinas secretadas por macrófagos se encuentran TNF-α, IL-1, IL-6 e IL-8. 
Por otra parte, las citoquinas secretadas por linfocitos pueden diferenciarse en subtipos 
Th1 y Th2. IFN-, IL-12, e IL-18, son citoquinas Th1, liberadas principalmente de 
linfocitos T CD4 y CD8, importantes en mediar una respuesta inmune celular, y 
estimulación de un proceso inflamatorio, por lo cual elevan la actividad de macrófagos y 
neutrófilos y su  acumulación en el sitio local de infección (Harry and Thomas 2006). En 
contraste, las citoquinas tipo Th2, IL-4, IL-5, IL-10, e IL-13, promueven especialmente la 
producción de inmunoglobulinas IgE e IgA, algunas como IL-10, regulan negativamente 
la producción de citoquinas inflamatorias como TNF- e  IL-1 (Harry and Thomas 2006). 
 
1.3.2. Citoquinas en listeriosis 
El modelo de Listeria ha proporcionado una gran cantidad de información sobre el papel 
de las citoquinas en la respuesta inmune. Estudios in vitro e in vivo han revelado 
información importante acerca de la producción y el papel de mediadores solubles en 
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todas las fases de la respuesta inmune. Las citoquinas que responden a L. 
monocytogenes son predominantemente proinflamatorias tipo Th1 con sólo una débil 
respuesta por parte de las tipo Th2 (Kaufmann, Emoto et al. 1997). A continuación se 
detallan algunas de las citoquinas más importantes en la respuesta inmune a L. 
monocytogenes. 
 
Interferón-γ (IFN-γ):  
El interferón-γ es esencial para el control de la infección por patógenos intracelulares, 
como L. monocytogenes (Nakane, Minagawa et al. 1988; Kaufmann 1998; Schaible, 
Collins et al. 1999). Aunque se ha dado mucha atención a la importancia del IFN-γ 
derivado de células T, la expresión máxima de su mRNA en bazo de ratones C57BL/6, 
infectados con L. monocytogenes, se observa entre los días 1 y 2 disminuyendo 
marcadamente tiempo después (Poston and Kurlander 1991). La sobreexpresión del IFN-
γ una vez se da la infección, es extremadamente rápida (1 hora después ya se observa 
una sobreexpresión significativa) (Lizawa, Brown et al. 1992). Se asume que la fuente de 
IFN-γ, durante la fase inicial de la infección, son las células NK, pero otras células como 
los macrófagos, las células dendríticas (DC) y células T NK también pueden estar 
involucradas.  
 
Los estudios en modelos de ratones inmunodeficientes han sugerido que las células NK 
son la principal fuente de la producción temprana de IFN-γ. Estudios in vitro demostraron 
la siguiente vía de activación: los macrófagos infectados con L. monocytogenes producen 
una gama de citoquinas, como IL-12 y TNF y estos actúan para estimular la producción 
de IFN-γ por las células NK  (Unanue 1997).  
 
En los últimos años, se ha comprobado que los macrófagos y las DC, luego de una 
adecuada estimulación, son capaces de producir niveles significativos de IFN-γ (73,74). 
Cuando ratones deficientes en células T (Rag-2 KO), son infectados con L. 
monocytogenes, la producción temprana de IFN-γ no es sustancialmente reducida en 
comparación con la observada en los ratones normales. Tradicionalmente se pensaba 
que las células NK eran las responsables por esta producción temprana del IFN-γ. Sin 
embargo, cuando las células NK fueron agotadas, en el modelo Rag-2 KO infectado con 
L. monocytogenes, no hubo una reducción en la producción del IFN-γ. Posteriormente 
análisis in vitro sugirieron que tanto las DC como los monocitos fueron la fuente de IFN-γ 
y que su producción fue críticamente dependiente de IL-12 (Ohteki, Fukao et al. 1999).  
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El tratamiento de ratones con IFN-γ recombinante protege a estos de la infección con L. 
monocytogenes (Kiderlen, Kaufmann et al. 1984), y el IFN-γ endógeno es esencial para 
un control efectivo de la infección primaria (Buchmeier and Schreiber 1985; Huang, 
Hendriks et al. 1993). Se considera que la principal función listericida del IFN-γ es su 
potente capacidad para activar macrófagos. Una función crítica del IFN-γ parece ser su 
capacidad de impedir el escape de los agentes patógenos del fagosoma al citosol 
(Portnoy, Schreiber et al. 1989). El escape al citosol se considera un mecanismo de 
defensa importante del patógeno, pues le permite evitar el duro ambiente del 
fagolisosoma.  
 
El interferón-γ estimula numerosos y potentes mecanismos listericidas. En particular, 
especies reactivas de oxígeno y el óxido nítrico son importantes en el control de la 
infección por L. monocytogenes (Beckerman, Rogers et al. 1993; Shiloh, MacMicking et 
al. 1999). Estas dos estas vías listericidas están reguladas fundamentalmente por el IFN-
γ (Ding, Nathan et al. 1988). 
 
Factor de necrosis tumoral (TNF):  
 
Es una molécula pleiotrópica que se requiere para la inmunidad protectora contra 
patógenos intracelulares, pero también es un importante mediador de inmunopatologías 
(Kaufmann 1998; Schaible, Collins et al. 1999). Los macrófagos producen rápidamente 
TNF después de la infección con L. monocytogenes (Kuhn and Goebel 1994). Del mismo 
modo, TNF se produce rápidamente in vivo después de la infección por este patógeno. 
Máximos niveles de mRNA del TNF y proteína fueron encontrados 1 día después de la 
infección y se mantuvieron elevados durante todo el curso de la misma (Havell 1987; 
Poston and Kurlander 1992). Los macrófagos son la principal fuente del TNF.  
 
Los primeros estudios con anticuerpos contra TNF demostraron la necesidad absoluta de 
esta citoquina para el control efectivo de la infección por L. monocytogenes (Havell 1987; 
Nakane, Minagawa et al. 1988; Havell 1989; Beretich, Carter et al. 1998). Estos 
resultados fueron confirmados posteriormente con ratones deficientes en el receptor 1 del 
TNF (TNF-R1) (Pfeffer, Matsuyama et al. 1993; Rothe, Lesslauer et al. 1993). En el 
modelo de Listeria, el deterioro de la señalización del TNF presenta uno de los fenotipos 
más extremos, ya que los ratones son extremadamente sensibles, con un incremento de 
500 veces en la dosis letal50 (LD50) (White, Badovinac et al. 2000). La señalización a 
través del TNF-R1 da cuenta por completo del efecto listericida del TNF, ya que los 
ratones deficientes en TNF-R2 son tan resistentes a L. monocytogenes como los de tipo 
silvestre (Peschon, Torrance et al. 1998).  
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Los efectos propuestos para el TNF en infección por L. monocytogenes son muy amplios 
(Wherry, Schreiber et al. 1991; Zhan and Cheers 1998), sin embargo, y a pesar del 
estudio intensivo, el mecanismo molecular subyacente a la función crítica del TNF no ha 
sido dilucidado por completo (Endres, Luz et al. 1997). Endres y colaboradores llevaron a 
cabo un extenso análisis de la respuesta inmune en ratones “knock out” (KO) para TNF-
R1 infectados con L. monocytogenes, pero fueron incapaces de explicar la extrema 
susceptibilidad de estos ratones ya que no hubo diferencias entre la cepa silvestre y los 
ratones KO para TNF-R1 en cuanto a los siguientes parámetros inmunológicos: influjo de 
granulocitos y monocitos, expresión de citoquinas inflamatorias que incluyen a IL-10, IL-
12, TNF e IFN-γ y estado de activación de macrófagos (Endres, Luz et al. 1997).  
 
Las células derivadas de médula ósea son los blancos de la actividad listericida mediada 
por el TNF tal como se ha demostrado en estudios, con el modelo KO para TNF-R1, 
sobre estas células (Endres, Luz et al. 1997). 
 
Las interleuquinas IL-1, IL-4, IL-6, IL1-0, IL-12, IL-13 e IL-15, también se han visto 
implicadas en respuesta inmune a L monocytogenes y la mayoría de ellas se encuentra 
modulada por IFN-γ o TNF 
1.4. Respuesta inmune a Listeria monocytogenes  
La bacteria Gram-positiva Listeria monocytogenes es un patógeno ubicuo que prospera 
en ambientes diversos tales como suelo, agua, productos alimenticios, los seres 
humanos y los animales. La enfermedad causada por esta bacteria, listeriosis, se 
adquiere por la ingestión de alimentos contaminados y afecta principalmente a individuos 
inmunocomprometidos, mujeres embarazadas y recién nacidos. La listeriosis se 
manifiesta como gastroenteritis, meningitis, encefalitis y septicemia, resultando en la 
muerte en el 25-30% de los casos. Las diversas manifestaciones clínicas de la infección 
con L. monocytogenes reflejan su capacidad para cruzar tres barreras en el huésped 
humano. Después de la ingestión, L. monocytogenes cruza la barrera intestinal al invadir 
el epitelio intestinal, con lo que gana el acceso a los órganos internos. En infecciones 
graves, el cruce de la barrera hemato-encefálica resulta en la infección de las meninges y 
el cerebro, y en mujeres embarazadas, el cruce de la barrera feto-placentaria conduce a 
la infección del feto. L. monocytogenes ha sido un modelo útil para la evaluación de las 
interacciones celulares que son cruciales para el inicio de la respuesta por células T del 
hospedero  (Pamer 2004; Hamon, Bierne et al. 2006).  
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Varios modelos de cultivo de tejidos infectados se han utilizado para estudiar los eventos 
específicos en la patogénesis de Listeria in vitro. L. monocytogenes es capaz de 
adherirse, invadir, multiplicarse y pasar de célula a célula en diferentes líneas celulares. 
Los modelos celulares de infección incluyen macrófagos, DC, fibroblastos, células 
epiteliales, hepatocitos y neuronas (Menon, Shroyer et al. 2003). 
La protección contra la infección por L. monocytogenes es generalmente controlada por 
la inmunidad mediada por células. La infección origina el rápido reclutamiento de 
neutrófilos y fagocitos mononucleares para su eliminación. Más tarde, células T CD4 y T 
CD8 antígeno-específicas participan en el proceso. Los principales antígenos reportados 
para linfocitos T CD4 y T CD8 incluyen  listeriolisina O (LLO), p60 y ActA. Las células T 
CD8 son las principales células responsables de la eliminación final del patógeno 
(Menon, Shroyer et al. 2003). Las bacterias de L. monocytogenes son capaces de 
escapar en el citosol por acción de la LLO, proteína que degrada el fagosoma, y le 
permite sobrevivir a la bacteria (Menon, Shroyer et al. 2003; Hamon, Bierne et al. 2006).  
 
El modelo experimental murino infectado con L. monocytogenes ha contribuido en gran 
medida a los estudios sobre la inmunidad celular desde su desarrollo por Mackaness 
(Mackaness 1971). Representa un modelo altamente confiable, seguro y rápido de 
infección por bacterias intracelulares. De hecho, muchos descubrimientos fundamentales 
en la inmunidad mediada por células se han hecho utilizando dicho modelo. La 
inoculación de un ratón genera en pocos minutos, la distribución de las bacterias al bazo 
e hígado, donde son rápidamente internalizadas por macrófagos residentes (Conlan 
1996). 
 
Gracias al estudio de modelos animales, se ha visto que L. monocytogenes entra en las 
células eucariotas del hospedero y escapa hacia el citosol, donde ésta secreta proteínas 
que son procesadas por la vía de procesamiento de antígenos del complejo mayor de 
histocompatibilidad de clase 1 (MHC1) y presentadas a los linfocitos T CD8+ citotóxicos 
(CTL). En las infecciones subletales la bacteria se elimina por la respuesta inmune 
innata, y el animal mantiene la inmunidad hacia L. monocytogenes a largo plazo. La 
infección de ratones resulta en una activación y expansión rápida de CTL que son 
específicos para múltiples péptidos derivados de L. monocytogenes (Busch and Pamer 
1999; Lara-Tejero and Pamer 2004). Cuando los animales han sido infectados por 
primera vez, con dosis subletales, el máximo de infección, evaluado en bazo, se ha 
observado entre 3 y 5 días luego de la inoculación y la infección es eliminada al séptimo 
día de infección (Busch and Pamer 1999). Adicionalmente las infecciones subletales 
confieren un alto grado de inmunidad contra este patógeno (Busch and Pamer 1999). 
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L. monocytogenes es un gran inductor de la respuesta inmune mediada por células T, la 
cual es necesaria para la eliminación de la bacteria (Lara-Tejero and Pamer 2004). 
La respuesta inflamatoria a la infección por L. monocytogenes es acompañada por un 
aumento en la celularidad del tejido infectado. Se ha observado que el porcentaje de 
células T CD8+ en bazo de ratones Balb/c, luego de la infección con L. monocytogenes, 
se encuentra en un 12% y para células T CD4+ en un 23% (Busch and Pamer 1999). 
 
1.4.1. Respuesta inmune innata a Listeria monocytogenes 
 La respuesta innata es esencial para el control temprano de Listeria monocytogenes. En 
el bazo del ratón, la bacteria se localiza entre los macrófagos en la zona marginal, en 
medio de la pulpa blanca rica en células T y la pulpa roja rica en células B (Conlan 1996). 
Estas células infectadas migran en la región de la pulpa blanca y forman el inicio del 
centro de infección que se amplía, mientras que las células vecinas se infectan por la 
expansión intercelular de la bacteria.  
Los neutrófilos son rápidamente reclutados en el sitio de infección por acción de la 
citoquina IL-6 y otros factores, de tal forma que en los tejidos infectados, promueven el 
control de la infección, por su  actividad fagocítica antimicrobial (Rogers and Unanue 
1993; Czuprynski, Brown et al. 1994) . 
En el proceso de fagocitosis, los neutrófilos generan intermediarios reactivos de 
nitrógeno y oxigeno y secretan quimioquinas como el CSF y la Proteína quimiotáctica de 
monocitos tipo -1 (MCP-1), que  inducen  la migración  de macrófagos al sitio de infección 
(Guleria and Pollard 2001; Brinkmann, Reichard et al. 2004; Segal 2005).    
Los macrófagos secretan TNF-α e IL-12 y conducen a las células NK y células T a 
producir IFN-, el cual a su vez dirige la activación de los macrófagos e incrementa la 
presentación de antígenos por células dendríticas (Bruhn, Craft et al. 2007) (Figura 3). En 
los procesos inflamatorios de la respuesta inmune innata, IFN- es importante para 
controlar la infección primaria. Sin embargo no juega un papel protector en la 
inmunización contra reinfección (Harty and Bevan 1995). 
Además de la inducción de IFN-, L. monocytogenes también es capaz de inducir la 
activación de interferones tipo I, efecto que se ha demostrado es benéfico para la 
bacteria (Carrero, Calderon et al. 2004). Se sugiere que la bacteria induce al IFN tipo I 
para incrementar su crecimiento inhibiendo parte de la respuesta inmune. Recientemente 
Carrero y colaboradores mostraron que IFN tipo I induce la apoptosis  de células T 
durante infección temprana, por aumento de la secreción de IL-10 en células fagocíticas 
y a su vez deteriorando la respuesta inmune innata (Carrero, Calderon et al. 2006). 
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El reconocimiento de Listeria por células del sistema inmune innato, es mediado por 
moléculas que incluyen receptores similares a Toll (TLRs) sobre la superficie celular y 
proteínas citoplasmáticas de la familia NOD (Bruhn, Craft et al. 2007) (Figura 3). 
 
 
 
Figura 3. Respuesta inmune innata durante infección con Listeria. La infección es 
detectada por TLRs, que activan vías de señalización dirigidas a la activación de 
citoquinas y moléculas coestimulatorias sobre células presentadoras de antígenos. 
Citoquinas (IL-12, TNF- producidas por macrofagos infectados, inducen 
producción de IFN- por células T y NK, que incrementan la presentación de 
antígenos por parte de las células dendríticas (Bruhn, Craft et al. 2007). 
 
1.4.2. Respuesta de células T CD8 a infección con Listeria 
monocytogenes 
La respuesta por células T CD8 a L. monocytogenes es quizá el aspecto más estudiado 
de la respuesta inmune a este patógeno intracelular. Al entrar en las células eucariotas, 
L. monocytogenes invade el citosol de la célula infectada donde proteínas bacterianas 
secretadas son procesadas para su presentación por moléculas del MHC1 sobre la 
superficie de células profesionales de presentación de antígeno (APC). La respuesta por 
CTL es entonces montada contra antígenos de L. monocytogenes que fueron 
presentados por MHC1. Aunque tanto los macrófagos y las DC son capaces de asumir, 
procesar y presentar antígenos bacterianos in vitro, hay mucha evidencia que indica que 
los macrófagos no tienen la capacidad de convertir células T inmaduras en CTL y que 
esta función se lleva a cabo exclusivamente por DC (Lara-Tejero and Pamer 2004). 
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Existen estudios que sugieren que una vez preparadas para proliferar por el estímulo 
adecuado, las células T CD8 entran en un programa de proliferación y diferenciación en 
células efectoras y de memoria que es en gran medida independiente del antígeno 
(Mercado, Vijh et al. 2000; Wong  and Pamer 2001). Trabajos recientes indican que la 
presentación efectiva de antígenos, que dirige a la activación de células T CD8, ocurre en 
un período de tiempo mucho menor que el sugerido por el curso de la infección 
bacteriana. Este fue limitado a los primeros tres días de la infección a pesar de que la 
bacteria estaba presente, y por tanto los antígenos, por más de 6 ó 7 días luego de la 
inoculación (Wong and Pamer 2003). 
 
Adicionalmente, células presentadoras de antígeno no infectadas son capaces de 
presentar el antígeno bacterial localizado en restos de células muertas a las células T 
CD4 y T CD8.  De esta manera la presentación del antígeno de L. monocytogenes a 
células T depende del tipo de célula infectada así como de la compartimentalización del 
antígeno. Ambos tipos celulares, T CD4 y T CD8, contribuyen a la inmunidad protectora. 
Sin embargo estudios in vivo han demostrado que las células T CD8 de memoria son las 
más efectivas en mediar la protección.  La noción prevalente al respecto es que las 
células T CD8 median la inmunidad a través de la lisis con perforinas y granzimas de las 
células blanco infectadas, exponiendo a la bacteria intracelular, para ser eliminada por 
macrófagos previamente activados por los niveles de IFN- γ producidos tanto por 
linfocitos, como por otras células fagocíticas (Harty and Badovinac 2002). 
 
1.4.3. Respuesta de células T CD4 a infección con Listeria 
monocytogenes 
El rol de las células T CD4 en el control de infección con L. monocytogenes es menos 
comprendido que el de T CD8. La infección con L. monocytogenes produce una sólida 
respuesta por parte de las céluluas T CD4 (Mittrucker, Kohler et al. 2000). Durante el 
curso de la infección con L. monocytogenes, las células T CD4 producen grandes 
cantidades de citoquinas Th1 que se cree contribuyen a la eliminación de la bacteria 
(Lara-Tejero and Pamer 2004).  
 
Células especializadas son capaces de presentar el antígeno, a partir de la bacteria 
destruida en el lisosoma, vía moléculas MHC2, a las células T CD4. Estos antígenos 
abarcan proteínas bacteriales secretadas, no secretadas y de superficie. En 
complemento, los antígenos en el lisosoma pueden también dirigirse al retículo donde 
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son presentados por las moléculas MHC1, en un proceso conocido como presentación 
cruzada (Guermonprez, Saveanu et al. 2003). 
 
La presentación cruzada podría ser una importante vía para la presentación de epítopes 
de L. monocytogenes a células T CD4, cuando el escape en el citosol, mediado por LLO, 
presumiblemente limita la disponibilidad de antígenos para la presentación por MHC2 en 
las células infectadas. 
 
1.4.4. Respuesta mediada por células B a infección con Listeria 
monocytogenes 
Debido a que la mayoría de las bacterias permanecen de manera intracelular durante la 
infección y se expanden intercelularmente, el papel de la respuesta humoral o mediado 
por anticuerpos en el control de la infección por Listeria es controvertido. Experimentos 
clásicos llevados a cabo transfiriendo sueros inmunes a ratones no expuestos, no 
proporcionaron ninguna protección contra un desafío con L. monocytogenes lo que 
sugiere que la inmunidad humoral tiene un papel muy pequeño en la protección. Sin 
embargo, durante infecciones experimentales ó naturales con L. monocytogenes, el 
suero del hospedero contenía altos títulos de anticuerpos contra LLO, p60, e internalina.  
El papel que puedan tener estos elevados títulos de anticuerpos en el montaje de la 
protección contra la infección por Listeria no está claro. La evidencia sugiere que las 
células B o los anticuerpos proveen, directa o indirectamente, una protección limitada 
pero efectiva contra las infecciones por Listeria (Edelson, Cossart et al. 1999; Edelson 
and Unanue 2001).  
 
En órganos linfoides secundarios, donde se inicia la respuesta inmune específica, las 
células B y anticuerpos pueden facilitar la generación de respuesta de células T 
protectora, debido a su capacidad para mantener las células T CD8 generadas durante la 
infección con L. monocytogenes  (Shen, Whitmire et al. 2003). 
 
1.5. Migración celular y Quimiotaxis 
Desde la génesis de la vida humana hasta el nacimiento y durante el crecimiento, la 
migración celular es un proceso fundamental que aún no se ha comprendido 
completamente. El proceso de migración como tal, involucra la polarización celular a 
través de diferentes eventos moleculares que conducen al movimiento.  
 
El control de la motilidad celular permite a cualquier célula libre desplazarse hacia un 
medio ambiente favorable en nutrientes, pH, temperatura, etc. Además el 
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comportamiento migratorio de las células es fundamental en diversos procesos biológicos 
(tanto fisiológicos como patológicos) tales como desarrollo de placas arterioscleróticas, 
desarrollo embrionario, respuesta inmune, cicatrización, invasión y metástasis 
(Yamaguchi and Condeelis 2007). Desde 1863 se había descrito la observación de la 
motilidad de células aisladas de fluido linfoide y de tejido de cartílago. Hoy en día se sabe 
que solo una pequeña porción de células altamente especializadas es capaz de activarse 
y migrar autónomamente dentro del organismo, entre ellas se incluyen: células madre, 
leucocitos, fibroblastos y células tumorales. La capacidad migratoria de leucocitos para 
moverse a través del cuerpo a fin de mantener el organismo bajo vigilancia inmunológica 
y responder a invasores patógenos, está muy bien documentada (Olson and Ley 2002; 
Moser, Wolf et al. 2004; Entschladen, Drell et al. 2005; Tarrant and Patel 2006) . Entre los 
leucocitos, las células con mayor capacidad migratoria son los linfocitos T, macrófagos, 
DC y neutrófilos granulocitos  (Entschladen, Drell et al. 2005).  
En contraste a la migración fisiológica antes mencionada, la migración patológica de 
células tumorales es un componente de la progresión del tumor que resulta en la invasión 
de tejidos circundantes y desarrollo de metástasis en órganos distantes. Las células 
tumorales son la que migran más lentamente en comparación a todas las otras antes 
mencionadas (Entschladen, Drell et al. 2005). 
 
Dentro de la migración celular se encuentra la quimiotaxis, un tipo de migración celular 
dirigida a favor o en contra de un gradiente químico. El movimiento dirigido de células 
eucariotas es esencial en embriogénesis, procesos de inflamación, curación de heridas, 
metástasis tumorales y en la red neuronal (Jin and Hereld 2006; Jin and Xu 2008). Para 
ello, las células poseen receptores celulares que captan las sustancias químicas y se 
mueven en la dirección donde se encuentran dichas sustancias quimiotácticas. La 
quimiotaxis es por tanto un sistema de respuesta sensorial de locomoción, gobernado 
químicamente  (Laing and K. 2004; Jin and Hereld 2006; Jin and Xu 2008). 
 
En los seres pluricelulares, las principales células con capacidad quimiotáctica son los 
leucocitos, como los neutrófilos y los macrófagos, tan importantes en el sistema inmune y 
en los procesos de inflamación. En el mecanismo molecular de la quimiotaxis intervienen 
proteínas sensoriales de la membrana plasmática llamadas quimiorreceptores que 
detectan el gradiente quimiotáctico en función del tiempo e interaccionan con proteínas 
del citoplasma como la actina por medio del ión calcio para modular el movimiento de 
cilios, flagelos o pseudópodos (Laing and K. 2004; Jin and Hereld 2006).  
 
Uno de los primeros pasos, dentro de la migración celular, es la iniciación de la actividad 
por Rac (proteína que participa en la reorganización del citoesqueleto durante el 
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crecimiento y la migración celular) que induce la polimerización de actina lo que a su vez 
origina prominencias fuera de la célula. Estas protuberancias sirven de elementos de 
arrastre para la migración (Jones, Doerr et al. 1995; Yamaguchi and Condeelis 2007). 
Adicionalmente se ha encontrado que intracelularmente la mediación de la respuesta 
quimiotáctica involucra la activación de la vía del Fosfatidilinositol-3-quinasa (IRS-PI3K-
Akt) la cual amplifica la señal en gradientes muy tenues, habilitando el movimiento 
direccional de las células. Así mismo la vía de señalización de MAPK también se ha visto 
involucrada en la detección de gradientes quimioatrayentes, sin embargo no es claro si 
estas vías se encuentran interconectadas y actúan redundantemente o concertadamente 
para la transducción de la señal (Jones, Doerr et al. 1995; Merlot and Firtel 2003).  
También se ha establecido que PTEN, uno de los genes supresores más frecuentemente 
mutado o eliminado en células cancerosas, modula el proceso migratorio (Gao 2005; Jin 
and Hereld 2006).  
 
1.5.1. Quimioquinas 
Dentro de las sustancias quimiotácticas más importantes se encuentran las quimioquinas 
que constituyen una familia de aproximadamente 50 proteínas de bajo peso molecular 
que coordinan con precisión el tráfico de leucocitos a microambientes linfoides y también 
regulan el reclutamiento de linfocitos a sitios de inflamación (Pease and Williams 2006). 
Adicionalmente se encuentran implicadas en el desarrollo de tumores (Pease and 
Williams 2006).  
 
Las quimioquinas son responsables de la migración direccional de poblaciones de 
leucocitos, coordinando su entrada a tejidos linfoides específicos y su reclutamiento hacia 
sitios de infección o de daño. Una desregulación en la expresión de quimioquinas o sus 
receptores puede originar estados patológicos de tipo inmunológico tal como la artritis 
reumatoide o la neumonía intersticial (Desmetz, Lin et al. 2007; Yoshinouchi, Naniwa et 
al. 2007). Así mismo un excesivo reclutamiento de leucocitos, por desregulación de 
dichas moléculas, puede resultar en daño de tejido y enfermedades inflamatorias 
crónicas (Jin and Xu 2008). Las quimioquinas dirigen el movimiento de los linfocitos en 
circulación a los sitios de inflamación y marcan la célula selectivamente a través de 
receptores de quimioquina específicos. 
 
Las quimioquinas y sus receptores hacen parte de la respuesta inmune, mediada por 
células T ayudadoras (Th1 y Th2), que controla el tráfico de células inmunológicas a 
sitios de inflamación. La quimioquina CXCL12 o factor derivado de células estromales-1 
(SDF-1) y su receptor CXCR4 son elementos reguladores importantes dentro de estos 
procesos. CXCR4 es expresado sobre la superficie de células T CD4+, células 
dendríticas y linfocitos B (Tarrant and Patel 2006; Aboumrad, Madec et al. 2007). 
Adicionalmente, CXCL12 interactuando con su receptor induce la migración de diferentes 
tipos celulares como monocitos, neutrófilos, precursores de células B, linfocitos T y se ha 
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vinculado en la retención de precursores en la medula ósea (Mohle, Bautz et al. 1998; 
Olson and Ley 2002).  
 
A diferencia de otros receptores de quimioquina, CXCR4 es ampliamente expresado por 
linfocitos inmaduros y está involucrado en su tráfico basal (Figura 4). IL-4 e IL-10 pueden 
regular positiva o negativamente la expresión de CXCR4 en linfocitos T CD4+ (Tarrant 
and Patel 2006; Aboumrad, Madec et al. 2007). CXCL12 y su receptor CXCR4, que 
también actúa como co-receptor para el virus de inmunodeficiencia humana, juegan 
múltiples roles en varios sistemas. Por ejemplo, se ha reportado que modulan la 
hematopoyesis en médula ósea y timo, la iniciación de la respuesta inmune adaptativa en 
el bazo y nodos linfáticos y la vigilancia inmunológica de tejidos periféricos (Figura 4) 
(Moser, Wolf et al. 2004; Ghosh, Preet et al. 2006).  
 
Adicionalmente, la quimioquina CCL3 ha sido reconocida como un potente 
quimioatrayente y un importante mediador en la migración de linfocitos, especialmente T 
CD8+ y B, a sitios de inflamación e infección y es expresada principalmente por estas 
células y en general por células hematopoyeticas maduras después de la activación por 
antígenos o mitógenos (Menten, Wuyts et al. 2002; Maurer 2004). Asi mismo sus 
receptores se encuentran altamente expresados en linfocitos T (Menten, Wuyts et al. 
2002; Maurer 2004). Específicamente, CCL3, se ha encontrado expresada a nivel de 
bazo e hígado en ratones infectados con L. monocytogenes en donde modula la 
migración de linfocitos T CD8+ a sitios de infección (Cook, Smithies et al. 1999; Rossi 
and Zlotnik 2000). 
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Figura 4. La maduración y diferenciación de células T está caracterizada por 
cambios secuenciales en sus propiedades de migración. Los mayores cambios en 
los perfiles de respuesta a quimioquinas y expresión de receptores de 
quimioquinas ocurre durante la linfopoyesis T en la médula ósea y timo, durante la 
iniciación de la respuesta inmune en tejidos linfoides secundarios, durante la 
generación de de células T efectoras para la participación en defensa activa en los 
sitios de entrada de patógenos e inflamación y durante el establecimiento de 
células de memoria para la vigilancia inmunológica de tejidos periféricos. 
Abreviaturas: LN, nodo linfático; TCM cells, células T centrales de memoria; TEM 
cells, células T efectoras de memoria; TFH cells, células T helper-B foliculares. 
(Moser, Wolf et al. 2004) 
 
1.5.2. El sistema IGF en migración y quimiotaxis celular 
1.5.2.1. Migración en células vasculares de músculo liso (VSMC) 
 La migración celular juega un papel crítico en una gran variedad de procesos biológicos. 
La acumulación de VSMC es un evento central en la formación de placas 
arterioscleróticas, seguida de angioplastia; este proceso es debido tanto a la proliferación 
como a la migración de VSMC desde el interior de la arteria hacia el medio  (Jones, Doerr 
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et al. 1995). Ambos procesos son potencialmente estimulados por el IGF-I. Dado que el 
IGF-I está presente en las lesiones después de la angioplastia y que VSMC posee 
receptores para IGF-I, este factor de crecimiento tiene un gran potencial estimulador de 
la migración de VSMC, teniendo una importante contribución al desarrollo de las lesiones 
arterioscleróticas (Jones, Doerr et al. 1995; Duan and Clemmons 1998 ; Hsieh 2003). 
Dicha estimulación se ha encontrado tanto en humanos como en rata y porcinos (Duan 
2003). Las IGFBPs también han sido detectadas en la matriz extracelular (ECM) de este 
tipo de lesiones y tienen el potencial de modular las acciones locales de IGF, generando 
efectos potencialmente importantes sobre la progresión de la arteriosclerosis (Jones, 
Doerr et al. 1995). Los efectos estimulatorios de la migración celular en VSMC, por parte 
de IGF-I, vienen dados por su interacción con el receptor IGF-IR y por un mecanismo de 
interacción con integrinas específicamente con el receptor de vitronectina αVβ3 (Bayes-
Genis, Schwartz et al. 2003). 
 
1.5.2.2. Migración en células de cáncer de seno e interacción con 
quimioquinas 
Por otro lado, tanto en la línea celular de cáncer de seno MCF-7 como en la MDA-MB-
231 el efecto de la estimulación de la migración por IGF-I es debido principalmente a 
quimiotaxis ó migración dirigida hacia una concentración alta de IGF-I (Smith, Luker et al. 
2004; Akekawatchai 2005). En la línea MDA-MB-231, línea altamente indiferenciada, el 
IGF-I es un agente quimiotáctico muy potente comparado con otros factores de 
crecimiento como el Factor de crecimiento de fibroblastos básico (bFGF) y el Factor de 
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). En contraste el IGF-I es el único factor de 
crecimiento que puede estimular la migración de la línea MCF-7, sin embargo, se 
requiere la presencia de vitronectina o colágeno tipo IV para que la migración ocurra. 
Experimentos con anticuerpos que bloquean integrinas han demostrado que, después de 
la estimulación con IGF-I, estas células utilizan la integrina αVβ5 para migrar sobre 
vitronectina y la integrina α2β1 para migrar sobre colágeno (Jones, Doerr et al. 1995). 
 
En cuanto a las quimioquinas y sus receptores (acoplados a proteína G), en diferentes 
estudios se ha venido demostrando su interacción con los componentes del sistema IGF 
en varias líneas celulares de cáncer de seno. La activación de estos receptores por sus 
ligandos ha sido implicada en homeostasis y activación del sistema inmune e influencia 
otros sistemas biológicos tanto en condiciones normales como patológicas. Estas 
incluyen angiogénesis, supervivencia celular, crecimiento tumoral y metástasis (Smith, 
Luker et al. 2004; Akekawatchai 2005). Se ha mostrado que IGF-I estimula la fosforilación 
del CCR5 en la línea MCF-7, la quimiotáxis inducida por IGF-I fue inhibida por un 
anticuerpo contra CCL5 (ligando de CCR5), indicando que la transactivación de CCR5 
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por IGF-I es indirecta, requiriendo la producción de un ligando para CCR5 (Mira, Lacalle 
et al. 2001 ). 
 
Recientemente se ha demostrado que la migración, en células epiteliales de cáncer de 
seno MDA-MB-231, inducida por IGF-I requiere la transactivación del receptor de 
quimioquina CXCR4 por el factor de crecimiento (Akekawatchai 2005). Esta inducción de 
la quimiotaxis por IGF-I es independiente de CXCL12. Adicionalmente se demostró una 
asociación física entre el IGF-IR, CXCR4 y las subunidades de proteína G Giα y Gβ. Esta 
interacción dirige a una transactivación unidireccional de CXCR4 por IGF-I, dirigiendo a la 
migración celular en MDA-MB-231(Akekawatchai 2005). De forma similar se ha podido 
demostrar la inducción de la transactivación del receptor de quimioquina CCR5 por IGF-I 
en células de carcinoma y su implicación en la migración celular durante procesos de 
inflamación en tejido muscular (Mourkioti and Rosenthal 2005). 
 
En estudios previos realizados en el grupo de investigación de Hormonas, se ha 
demostrado la interacción en la señalización de la quimioquina CXCL12 y la GH en 
células linfoides (Soriano, Hernanz-Falcon et al. 2002; Garzon, Soriano et al. 2004), 
resultados que refuerzan la premisa de la comunicación entre el sistema endocrino y el 
sistema inmune.  
 
Recientemente se ha encontrado que el IGF- I incrementa los niveles de expresión del 
receptor de quimioquina CXCR4, más aún el IGF-I incrementa marcadamente la 
respuesta migratoria de células madre mesenquimales (MSC) a CXCL12. El incremento 
en la migración de MSC inducido por IGF-I en respuesta a CXCL12 fue atenuado por un 
inhibidor de la PI3K lo cual indica que el IGF-I incrementa la respuesta migratoria de 
MSC vía señalización del receptor de quimioquina CXCR4 que es dependiente de 
PI3K/Akt (Li, Yu et al. 2007). 
 
Esta red quimioquina-factor de crecimiento puede representar un mecanismo de 
comunicación para una atracción celular específica. Adicionalmente estos hallazgos 
demuestran claramente la comunicación que existe entre el sistema inmune y el sistema 
endocrino y sus implicaciones en distintos estados patológicos. 
 
1.5.3. Regulación nutricional de la migración 
Aunque existen diversos estudios soportando los efectos deletéreos de la desnutrición 
sobre la función inmune, es muy poco lo que se conoce acerca de los cambios 
originados, por esta condición, a nivel de un parámetro inmune de gran importancia como 
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es la migración y quimiotaxis celular, así como en moléculas involucradas con estos 
fenómenos (citoquinas, quimioquinas y moléculas de adhesión). 
 
Entre los estudios realizados se ha observado, en ratones desnutridos, un deterioro de la 
movilización de los fagocitos mononucleares y polimorfonucleares a sitios de lesión, lo 
que refleja al parecer, una baja disponibilidad de las células inflamatorias a nivel 
sistémico (Borelli , Mariano et al. 1995). De la misma forma se ha encontrado, en el 
modelo murino sometido a desnutrición, una  reducción en la extravasación de neutrófilos 
por reducción en la expresión de integrinas y quimioquinas (Ikeda, Saito et al. 2001; Saito 
and H. 2003).  
 
Una disminución en los niveles de linfocitos en sangre fue reportada en ratones 
desnutridos que fueron infectados con C. albicans respecto de los bien nutridos, lo cual 
podría reflejar fallas en la transmigración de dichas células hacia la circulación (Davis and 
N. 2003). 
 
En otros estudios se ha observado una reducción en la respuesta inflamatoria en niños 
con deficiencias nutricionales. Numerosos estudios experimentales han mostrado que las 
deficiencias nutricionales y otros factores que reducen el crecimiento durante periodos 
críticos de la vida pueden afectar permanentemente la estructura y fisiología de una 
variedad de órganos y tejidos (Landgraf, Martinez et al. 2005). Observaciones clínicas y 
estudios epidemiológicos apoyan el concepto de que las deficiencias nutricionales 
aumentan la frecuencia y gravedad de una infección. Esto puede estar relacionado a la 
reducción de la migración, tanto al azar como en respuesta a estímulos quimiotácticos, 
de leucocitos polimorfonucleares (Landgraf, Martinez et al. 2005).  
 
Adicionalmente, en estudios experimentales en ratones y cobayos se demostró que la 
malnutrición proteico-calórica reduce la formación de granulomas y la activación de los 
macrófagos inducida por la administración de la vacuna de bacilo Calmette-Guerin 
además de generar deficiencias en los mecanismos efectores de la respuesta inmune. 
En ratas, este tipo de desnutrición ocasionó una disminución en la migración de 
monocitos y limitó la respuesta inflamatoria inducida por irritantes químicos (Landgraf, 
Martinez et al. 2005). Así mismo, se ha visto como la desnutrición y deficiencias 
hormonales interfieren con la migración de leucocitos y neutrófilos y disminuye la 
expresión de moléculas de adhesión en leucocitos y células endoteliales (Landgraf, 
Martinez et al. 2005; Cavalcanti, Lotufo et al. 2006; Landgraf, Tostes et al. 2007; 
Landgraf, Tostes Rde et al. 2007).  
  
 
2. Planteamiento del problema 
Existen muchos estudios que soportan el papel del factor de crecimiento similar a la 
insulina tipo I (IGF-I) y la hormona de crecimiento (GH) en la modulación del desarrollo y 
función del sistema inmune, siendo el eje GH/IGF-I un componente esencial de la red 
inmunoendocrina. Tanto GH como IGF-I son sintetizados y secretados por diferentes 
células inmunocompetentes, de la misma forma sus receptores específicos son 
expresados por este tipo de células.  
Los estudios en animales con deleción específica del gen igf-I hepático (LID) han 
mostrado que el crecimiento somático no se afecta, pero bazo y timo presentan un 
tamaño reducido, sugiriendo que el IGF-I circulante es un factor regulador del desarrollo y 
diferenciación de órganos linfoides primarios y secundarios, por lo tanto de la respuesta 
inmune celular y humoral. Adicionalmente, el estudio de algunos parámetros 
hematopoyéticos del modelo LID mostraron una disminución en el número de células 
progenitoras hematopoyéticas en el bazo de estos ratones al parecer debido a un 
fenómeno de desactivación de la migración transendotelial. Lo anterior ha llevado a 
postular que el IGF-I circulante podría ser un modulador importante a nivel de un 
parámetro inmune como lo es la migración celular y más específicamente la quimiotaxis, 
que resulta crítica a nivel de respuesta inmune.  
Por otro lado se sabe que GH e IGF-I ejercen efectos inmunomoduladores en situaciones 
de estrés, como la inducida por desnutrición, corroborando la hipótesis de la respuesta 
del eje GH/IGF-I al estrés nutricional para mantener la homeostasis de los tejidos. 
Resultados como el aumento en la expresión de recptores para IGF-I y GH bajo 
condiciones de desnutrición, apoyan esta premisa.  
Sin embargo, bajo estas condiciones, aun  no se ha establecido como es la funcionalidad 
de la respuesta inmune cuando el organismo es enfrentado a un reto inmunológico. En 
particular y teniendo en cuenta las observaciones realizadas en el modelo LID, como se 
encuentra el comportamiento migratorio de células linfoides. 
  
 
  
 
3. Hipótesis 
Se Las células del sistema inmune secretan moléculas y poseen receptores para una 
gran cantidad de hormonas y factores de crecimiento tales como los factores de 
crecimiento similares a la insulina IGFs. De igual forma, las moléculas de adhesión, 
citoquinas, quimioquinas y sus respectivos receptores tienen efectos moduladores de la 
diferenciación y proliferación en órganos linfoides. Esta observación sirve de base para 
ampliar el conocimiento bioquímico de cómo y por qué hay una comunicación 
bidireccional entre los sistemas inmune y endocrino. Previamente ha sido descrito que la 
disminución en IGF-I circulante puede tener un efecto sobre el desarrollo y maduración 
de células hematopoyéticas murinas debido a alteraciones en la movilización y 
transmigración de estas células hacia órganos linfoides.  
La pregunta que se plantea entonces es si el IGF-I endocrino puede tener un papel en la 
regulación de la quimiotaxis celular y por lo tanto en la función inmune, tanto en 
condiciones fisiológicas como patológicas. El conocimiento generado contribuirá al 
entendimiento de los mecanismos moleculares que subyacen a la comunicación 
inmunoendocrina.
  
 
  
 
       
 
4. Objetivos 
4.1 Objetivo General 
 
Evaluar el papel del IGF-I circulante sobre la quimiotaxis celular en esplenocitos y 
timocitos murinos bajo condiciones fisiológicas y patológicas. 
 
4.2. Objetivos Específicos 
 
1. Evaluar el efecto de niveles reducidos de IGF-I circulante en la distribución de 
subpoblaciones linfoides de bazo y timo de ratones infectados con Listeria 
monocytogenes. 
 
2. Evaluar el efecto de niveles reducidos de IGF-I circulante en la quimiotaxis celular, 
tanto fisiológica como patológica, de células linfoides de bazo y timo de ratón.  
 
3. Evaluar los cambios en la expresión de moléculas relacionadas con quimiotaxis, 
originados como resultado de la disminución de IGF-I circulante y la infección en 
células linfoides de bazo y timo de ratón. 
  
 
  
 
 
5. Materiales y métodos 
5.1. Diseño experimental 
 
La alimentación de ratones normales con una dieta que presenta un bajo contenido de 
proteína (4%), genera una disminución en los niveles de IGF-I circulante en 
aproximadamente un 75% en comparación con ratones alimentados con dietas de 
contenido normal de proteína (12%). Esta reducción del IGF-I en circulación es 
comparable con la condición fisiológica de ratones LID que presentan niveles de IGF-I 
circulante reducidos en una proporción semejante (Naranjo, Yakar et al. 2002). 
 
Se usaron dos grupos de animales, uno de ellos recibió una dieta con contenido normal 
de proteína (12%) y el otro fue sometido a restricción proteica mediante el consumo de la 
dieta con bajo contenido de proteína (4%). Adicionalmente, la mitad de los animales de 
cada régimen nutricional fueron enfrentados a un reto inmunológico con un patógeno 
intracelular (Listeria monocytogenes). Lo anterior generó cuatro grupos de estudio: 
animales no infectados en dieta del 12% (12) y 4% (4), y animales infectados en dieta del 
12% (12I) y 4% (4I) (Tabla 1). 
36 Relación entre los niveles circulantes del factor de crecimiento similar a la insulina 
tipo I (IGF-I) y la  expresión diferencial de genes relacionados con migración en 
células linfoides
 
Tabla 1. Diseño biológico de desnutrición e infección. 
Modelo Animal Grupo % Proteína en la dieta 
Nº de 
Animales 
Ratones control 12 12 9 
Ratones desnutridos 4 4 9 
Ratones control infectados con    
L. monocytogenes 12I 12 9 
Ratones desnutridos infectados 
con L. monocytogenes 4I 4 9 
Número total de animales   36 
 
5.1.1. Animales 
 Ratones BALB/c macho (n=36) de 4 semanas de edad provenientes del Instituto 
Nacional de Salud (INS) criados bajo condiciones estándar, fueron mantenidos en el bioterio 
del Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia donde estuvieron 
sujetos a ciclos de luz/oscuridad de 12 h a una temperatura constante de 22ºC. Los animales 
tuvieron acceso libre al agua y alimento administrado en forma de pellet.  
 
5.1.1.1. Desnutrición proteica 
Durante una semana, considerada el período de adaptación, se administró dieta con 
contenido de proteína de 12% (12 g de proteína cruda por 100 g de alimento, ICN 
Biomedicals, Aurora, USA.) (Anexo 1). Después de este período, los animales se 
asignaron aleatoriamente a una dieta con un contenido de proteína del 4% (ICN 
Biomedicals, Aurora, USA) y al grupo control que continuó recibiendo la dieta del 12%. 
Las dietas fueron isocalóricas y cada una suministró 3,7 kcal/g. Se llevó a cabo un control 
de peso para cada animal durante el transcurso del experimento.  
 
5.1.1.2. Infección con Listeria monocytogenes 
El modelo experimental murino infectado con L. monocytogenes ha sido ampliamente 
usado para estudiar la respuesta inmune frente a patógenos intracelulares (Mackaness 
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1971). En este trabajo se empleo L monocytogenes Cepa ATCC 19115, facilitada por el 
Instituto Nacional de Salud (Bogota, Colombia), para la inoculación de los animales.    
 
5.1.1.2.1. Estandarización del inóculo 
La cepa del microorganismo liofilizada fue reconstituida con 2,0 mL de caldo LB (10,0 g 
triptona, 5,0 g extracto de levadura, 10,0 g NaCl / 1,0 L ajustado a pH 7,5) (Sambrook, 
Fritsch et al. 1989) e incubada a 35°C por 24 horas. Transcurrido el período de 
incubación se realizó una siembra en medio LB-agar 1% (composición igual a la del caldo 
mas agar-agar al 1%) y se incubó a 35°C por 24 horas. A partir de este cultivo se 
preparó, por triplicado, una suspensión bacteriana tomando 5 colonias aisladas que 
fueron resuspendidas en tubos con 5 ml de solución salina estéril al 0,85%, hasta 
alcanzar una turbidez equivalente al tubo No 0,5 de la escala de Mac Farland (1,5 x108 
UFC/mL). Para confirmar el número de UFC/mL en las suspensiones preparadas, se 
realizaron diluciones seriadas base 10 hasta llegar a la dilución 102 y mediante el método 
de recuento en placa en superficie se sembraron las diluciones 104 (10 L), 103 (100 L) y 
102 (100 L). Las cajas de petri se incubaron a 35°C por 24 horas luego de lo cual se llevo 
a cabo el recuento de UFC. Se realizó la confirmación de las colonias obtenidas, en las 
diluciones 103 y 102, mediante aislamiento con agar Oxford, medio selectivo para Listeria 
(Scharlau Chemie, España). Adicionalmente se midió la absorbancia a 540 nm de las 
suspensiones originales con el fin de asociar dicha medida a las UFC/mL encontradas. 
 
5.1.1.2.2. Preparación y comprobación del Inóculo 
A partir de un cultivo fresco de L. monocytogenes se preparó una suspensión de 
bacterias, en solución salina al 0,85%, ajustando su absorbancia (540 nm) a 
aproximadamente 0,290, de acuerdo a los resultados obtenidos en la estandarización del 
inóculo. De esta suspensión se llevaron a cabo diluciones seriadas hasta obtener una 
suspensión con aproximadamente 2,9x104 UFC/mL (Anexo 2) la cual fue usada para la 
inoculación de los animales. De esta última suspensión se llevo a cabo una dilución 
adicional (1:20), de la cual se sembraron 100 L en medio LB-Agar 1%  Se incubó a 
35oC por 24 h, las colonias resultantes fueron contadas y se repicaron a cajas de petri 
con agar Oxford selectivo para Listeria. Después de 2 días se observó la formación de 
colonias correspondientes a Listeria y se realizó su respectivo conteo para confirmar el 
recuento inicial.  
  
5.1.1.2.3 Inoculación 
Al séptimo día de inicio de la dieta y de cada régimen nutricional, la mitad de los 
animales, escogidos al azar, fueron infectados vía intravenosa, con 100 L de la 
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suspensión del inóculo, preparada como se describió anteriormente, que corresponde a 
aproximadamente 100 UFC por gramo de peso corporal (considerada una dosis subletal 
(Busch and Pamer 1999) y aplicando vehículo (solución salina 0,85%) a los animales 
restantes. Lo anterior genera los 4 grupos de estudio antes descritos (Tabla 1).  
 
5.1.1.3. Sacrificio y extracción de órganos 
Al tercer día post-inoculación se tomaron muestras de sangre por punción cardiaca 
previa anestesia con avertina 0,20% vía intraperitoneal, el sacrificio se llevo a cabo en 
cámara de CO2, e inmediatamente se removieron de forma aséptica bazo y timo, se 
pesaron y procesaron para los análisis respectivos. 
El protocolo experimental fue avalado por el Comité de Ética del Instituto de 
Biotecnología de la Universidad Nacional de Colombia.  
 
5.1.1.4. Comprobación de la infección 
5.1.1.4.1. Determinación de UFC presentes en bazo e hígado 
Para verificar la presencia de infección a nivel de órganos, el día del sacrificio y luego de 
la extracción de los mismos, se tomó una muestra de tejido de bazo e hígado 
(aproximadamente 5 mg) se maceró en 100 l de buffer fosfato salino (PBS) con Tritón 
X-100 1% (Foster, Jensen et al. 2000); la solución se centrifugó y 50 l del sobrenadante 
se sembraron en medio LB-Agar 1% (Sambrook, Fritsch et al. 1989). Se incubó a 35oC 
por 48 h y las colonias resultantes se repicaron a cajas de petri con agar Oxford selectivo 
para Listeria (Scharlau Chemie, España). Después de 2 días se observó la formación de 
colonias bacterianas.  
 
5.1.1.4.2. Medición de niveles de IFN- en suero 
Con el fin de corroborar la efectividad de la infección, asociada a la producción de 
algunas citoquinas se evaluó el contenido de IFN- en el suero de las muestras de 
sangre previamente recolectadas. De la sangre obtenida, se separó la fracción 
correspondiente al suero por centrifugación a 4ºC durante 20 minutos a 3000 rpm y se 
almacenó en alícuotas a -70°C hasta el momento del análisis. Los niveles de IFN- 
presentes en el suero de los ratones se determinaron por ensayo inmunoenzimático 
(ELISA) específico para ratón (eBioscience, USA) de acuerdo al protocolo recomendado 
por el fabricante (Anexo 3). Brevemente, para la cuantificación de la muestra por 
interacción con anticuerpos específicos se usó la reacción colorimétrica basada en la 
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actividad de la enzima peroxidasa acoplada con avidina, que reconoce la biotina 
enlazada al anticuerpo especifico para la proteína de interés, y enfrentando el sistema al 
substrato 3,3',5,5'–Tetrametilbencidina (TMB). El producto final coloreado se detectó por 
lectura espectrofotométrica a 450 nm. La concentración de las muestras fue determinada 
por interpolación en curva de calibración con los respectivos estándares.  
 
5.2. Medición de niveles de IGF-I en suero 
La determinación de IGF-I se realizó por ELISA específico para ratón 
(Immunodiagnosticsystems, UK) en la fracción correspondiente al suero que fue 
separada y almacenada a -70°C tal como se describió anteriormente. El análisis se llevó 
a cabo siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante (Anexo 4). Brevemente, las 
muestras fueron pretratadas para separar el IGF-I de las IGFBPs presentes luego de lo 
cual se diluyeron para su análisis. Un anticuerpo monoclonal, purificado, contra el IGF-I 
de ratón, se encontraba inmovilizado sobre la superficie interna de pozos de poliestireno, 
en donde se llevó a cabo la microtitulación. Las muestras diluidas, previamente tratadas, 
fueron entonces agregadas a los pozos que estaban cubiertos con el anticuerpo. En 
seguida fue agregado un segundo anticuerpo anti-IGF-I de ratón, policlonal de cabra,  
marcado con biotina (anticuerpo de detección) y se incubó durante 1 hora a temperatura 
ambiente. Una vez cumplido el tiempo de incubación y posterior a los lavados, se agregó 
la enzima (peroxidasa de rábano), marcada con avidina, la cual se une selectivamente a 
los complejos de biotina y, tras una etapa de lavado más, el color se desarrolla 
enfrentando el sistema al substrato cromogénico (TMB). La reacción fue detenida y el 
producto final coloreado se detectó por lectura espectrofotométrica a 450 nm. La 
concentración de las muestras fue determinada por interpolación en curva de calibración 
con los respectivos estándares.   
 
5.3. Medición de niveles de IGF-I en bazo 
Una fracción, previamente pesada del bazo fue sometida a homogeneización con 1,0 mL 
de solución de extracción (ácido acético 0,1 M con aprotinina 10 g/mL). La extracción 
fue llevada a cabo en tubos siliconizados sobre baño de hielo. Los extractos obtenidos 
fueron incubados toda la noche a -20 oC, luego fueron descongelados, centrifugados a 
3000 rpm x 15 min. a  4 oC y finalmente se tomó del sobrenadante una alícuota para la 
cuantificación del IGF-I. La determinación se realizó por ELISA específico para ratón 
(Immunodiagnostic systems, UK), de acuerdo al procedimiento explicado anteriormente 
para la medición de los niveles de IGF-I en suero (Anexo 4). Los resultados se expresan 
como ng de IGF-I / mg de proteína en el tejido. La baja disponibilidad de tejido, en timo, 
impidió la cuantificación del IGF-I en este órgano. 
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5.3.1. Cuantificación de proteína en bazo 
A partir de los extractos obtenidos de los tejidos de bazo, tal como se describió 
anteriormente, se tomó una alícuota para la determinación del contenido de proteína. 
Dicha determinación se llevó a cabo por el método de Bradford (Bradford 1976). 
Brevemente, 10 L de las alícuotas de los extractos, previamente diluidas 2,5 veces, son 
incubadas con 200 L del reactivo de Bradford por 10 minutos a temperatura ambiente y 
en oscuridad. La absorbancia de las muestras es luego determinada a 595 nm (la 
coloración es estable por máximo 60 minutos luego de realizada la mezcla) y es 
comparada contra una curva de calibración construida con distintas concentraciones de 
albúmina sérica bovina (BSA) (en un rango de 1,25 a 0,078 g/ L). El análisis de 
Bradford se basa en la unión del colorante azul de Coomassie G250 a la proteína. 
Estudios detallados indican que el colorante libre puede existir en diferentes formas 
iónicas. De las tres formas cargadas del colorante, la forma aniónica, que presenta una 
coloración azul, es la que se une a las proteínas y presenta un máximo de absorbancia a 
590 nm. Por lo tanto, la cantidad de proteína en una muestra se puede estimar mediante 
la determinación de la cantidad de colorante en la forma iónica azul.  
 
5.4. Extracción de esplenocitos y timocitos 
Se prepararon suspensiones de esplenocitos y timocitos por perfusión de los tejidos con 
buffer PBS1X y BSA al 1%. 
Una vez extraídos los órganos de forma aséptica, fueron colocados en media caja de 
petri con 3 mL de solución de PBS BSA 1%, se llevaron a cabo perfusiones sucesivas del 
órgano con la solución anterior, utilizando una jeringa de 5 mL. La perfusión se lleva a 
cabo hasta que el órgano presentó una coloración pálida y en seguida se transfirió la 
suspensión a tubo cónico de 15 mL. Los pasos anteriores se repitieron con 3 mL más de 
la solución de PBS BSA 1% para asegurar la máxima recuperación de células y 
transfiriendo el líquido al mismo tubo cónico.  
Para los timocitos se procedió a realizar el conteo de las células viables en 
hemocitómetro usando azul de Trypan y siguiendo el procedimiento que se describe más 
adelante.  
En el caso de los esplenocitos se centrifugó la suspensión resultante a 1000 rpm durante 
5 minutos a temperatura ambiente, se descartó el sobrenadante y los glóbulos rojos 
presentes en la suspensión se eliminaron por lisis diferencial con buffer de cloruro de 
amonio 1X (eBioscience, USA) (elimina eritrocitos con mínimo efecto sobre linfocitos), 
agregando 1 mL de este e incubando por 5 minutos a 37oC con agitación ocasional. Una 
vez cumplido este tiempo se detuvo la lisis agregando 7 mL de PBS BSA 1% y agitando 
hasta homogeneización completa, se centrifugó la suspensión a 1000 rpm durante 5 
Capítulo 5 41
 
minutos a temperatura ambiente, se descartó el sobrenadante y se resuspendió el pellet 
de células en 5 mL de PBS BSA 1%. La viabilidad celular se determinó por conteo en 
hemocitómetro usando azul de Trypan. Para esto se mezcló 10 μL de una dilución 1:20 
de la suspensión original con 10 μL de solución de azul Trypan al 1 % y 20 μL de PBS, 
en seguida 10 μL de la mezcla se colocaban en cámara de Neubauer y por observación 
en microscopio se determinó el número de células vivas por mL de suspensión. 
5.5. Análisis de subpoblaciones linfoides por citometría 
de flujo 
Aproximadamente 106 células de la suspensión de bazo o timo se usaron para evaluar 
las subpoblaciones de linfocitos por citometría de flujo. La identificación de células T 
ayudadoras se realizó con anticuerpo monoclonal anti-CD4 conjugado a Isotiocianato de 
Fluoresceína (FITC) (control de isotipo IgG2b FITC), las células T supresoras/citotóxicas 
se evaluaron con anti-CD8a conjugado a ficoeritrina (PE) (control de isotipo IgG2a PE) y 
anti-CD45R (B220) conjugado a ficoeritrina-Cy7 (PE-Cy7) (control de isotipo IgG2a PE-
Cy7) permitió reconocer las células B (eBioscience, USA). La expresión del receptor de 
quimioquina CXCR4 en las distintas poblaciones linfocitarias de bazo y timo se llevó a 
cabo usando como marcador el anticuerpo monoclonal anti-CXCR4 conjugado a 
Aloficocianina (APC) (control de isotipo IgG2b APC), (R&D Systems, USA). Brevemente, 
las células se marcaron con 1 g de anticuerpo específico incubando a 4ºC durante 1 
hora en oscuridad luego de lo cual fueron centrifugadas a 1000 rpm por 5 minutos a 4°C. 
El sobrenadante fue descartado y las células fueron lavadas y resuspendidas en 1 mL de 
PBS-BSA 1%. La adquisición de células se realizó en un citómetro de flujo Cyan® ADP 
(Dako, USA) y el análisis de datos a través del programa Summit V4.3. En todos los 
casos, las diluciones óptimas para cada anticuerpo fueron previamente estandarizadas. 
Los controles de isotipo se usaron para cuantificar el enlace no específico. 
 
5.6. Ensayo de Quimiotaxis Celular 
La actividad migratoria de los linfocitos se evaluó mediante el ensayo modificado de 
cámara de Boyden usando cámaras Transwell de 5 m de poro (Corning Life Sciences). 
Este ensayo, originalmente introducido por Boyden (Chen 2005) para el análisis de la 
quimiotaxis de leucocitos, se basa en una cámara con dos compartimentos separados 
por una membrana microporosa. En general, las células son colocadas en el 
compartimento superior y se permite que migren a través de los poros de la membrana 
hacia el compartimento inferior, en el cual se encuentra el agente quimiotáctico. Luego de 
un tiempo de incubación apropiado, la membrana que separa los dos compartimentos es 
fijada y teñida, determinando luego el número de células que se encontraban migrando 
hacia el compartimento inferior, alternativamente esta determinación se puede hacer por 
recuento del número de células presentes en el compartimento inferior. De esta forma el 
ensayo de migración celular basado en la cámara de Boyden también se conoce como 
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ensayo de migración de filtro de membrana, ensayo de migración en transwell ó ensayo 
de quimiotaxis (Chen 2005). 
 
5.6.1. Estandarización recuento celular por citometría de flujo 
usando CytoCount 
Existen diversos métodos para la determinación del número de células que migran en un 
ensayo de migración en transwell, específicamente para la enumeración de leucocitos de 
interés uno de los más exactos y reproducibles se basa en el uso de una suspensión de 
microesferas fluorescentes como población de referencia para su conteo absoluto por 
citometría de flujo (Brando, Barnett et al. 2000). En este estudio fueron usadas 
microesferas CytoCount (Dako Cytomation Inc, USA) para dicho conteo. 
 
CytoCount es una suspensión de fluoroesferas de poliestireno de 5,2 micras en una 
solución acuosa. Contiene una mezcla de fluorocromos con un rango amplio de emisión 
de luz. Estos fluorocromos son excitados a 488 nm y emiten luz en un rango de 530-700 
nm. La suspensión tiene una concentración aproximada de 1100 esferas / L. 
 
El procedimiento general para el uso de las microesferas, de acuerdo a las 
recomendaciones del fabricante, se encuentra en el anexo 5. Para estandarizar el uso de 
las microesferas como material de referencia para el conteo de las células en los 
ensayos de quimiotaxis, por citometría de flujo, se plantearon 2 ensayos con el objetivo 
de evaluar la exactitud, precisión y linealidad del conteo y el porcentaje de recuperación 
de células. 
 
A. Se colocaron, por duplicado, cantidades crecientes y conocidas de esplenocitos, 
extraídos y contados como se describió en 3.4., en tubos de citometría. El 
volumen en cada tubo fue completado a 100 L con PBS BSA 1%. 
B. De la misma forma y con el fin de evaluar la recuperación de las células 
provenientes de los pozos inferiores de la cámara de transwell, se llevó a cabo un 
ensayo en el cual se colocó distinto número de células en dichos compartimentos, 
en 600 L de RPMI ó RPMI BSA 1%, se dejaron en reposo por 1 hora luego de lo 
cual fueron resuspendidas por pipeteos sucesivos y transferidas a tubos de 
citometria, haciendo lavados con la misma solución, se centrifugó a 1000 rpm por 
10 min, se descartó el sobrenadante y se resuspendió en 100 L de PBS BSA 
1%.  
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Para los dos ensayos se colocaron 100 L de microesferas previamente equilibradas y 
agitadas a temperatura ambiente en cada uno de los tubos. En la tabla 2 se observa el 
esquema experimental utilizado. Las células fueron contadas por citometría de flujo tal 
como se describe más adelante. 
 
Tabla 2. Estandarización de microesferas como población de referencia para 
conteo por citometría de flujo 
 Ensayo A. 
Tubo Cantidad de esplenocitos n 
1-2 5000 2 
3-4 10000 2 
5-6 20000 2 
7-8 40000 2 
9-10 100000 2 
 
Ensayo B. 
 
Tubo Cantidad de 
esplenocitos 
Solución n 
16-17 20000 RPMI 2 
18-19 60000 RPMI 2 
20-21 100000 RPMI 2 
22-23 20000 RPMI BSA 1% 2 
24-25 60000 RPMI BSA 1% 2 
26-27 100000 RPMI BSA 1% 2 
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5.6.2. Verificación de estímulo quimiotáctico y estandarización de 
dosis 
Se usó el ensayo de migración en transwell, en ausencia de gradiente de estímulo para 
verificar que la actividad migratoria inducida por el IGF-I fuese dependiente de la 
concentración (quimiotaxis) y no migración aleatoría (quimioquinesis), en la cual la 
respuesta obtenida no es vectorial. La quimioquinesis no tiene carácter direccional, es la 
activación de un comportamiento migratorio al azar orientado sobre todo para percibir el 
medioambiente sin que se busque la migración entre dos diferentes puntos. En este 
ensayo, al no existir gradiente del estímulo, las células no tendrán un movimiento dirigido 
y se podrá comparar con el número de células que migran cuando el estímulo es 
colocado solo en el pozo inferior. El análisis fue realizado eliminando el gradiente de 
concentración por adición del IGF-I al pozo superior junto con la suspensión de células. 
Adicionalmente se evaluaron dos dosis distintas, tanto de IGF-I como de CXCL12, para 
determinar la concentración óptima para el estímulo y el efecto del estímulo combinado. 
Para este ensayo se usaron esplenocitos de ratones control extraídos y contados como 
se describió en 6.4., siguiendo el procedimiento descrito en el numeral siguiente (6.6.3.). 
En la tabla 3 se encuentra el diseño del ensayo. 
 
Tabla 3. Determinación de concentración de estímulos y comprobación de IGF-I 
como agente quimiotáctico.  
 
Pozo Estímulo P.I. Estímulo P.S. 
1-3 - - 
4-6 IGF-I 50 nM IGF-I 50 nM 
7-9 IGF-I 10 nM - 
10-12 IGF-I 50 nM - 
13-15 CXCL12 10 ng/mL - 
16-18 CXCL12 100 ng/mL - 
19-21 
IGF-I 50 nM 
CXCL12 100 ng/mL 
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5.6.3. Quimiotaxis estimulada por CXCL12 e IGF-I 
Los linfocitos (106), de las suspensiones celulares de bazo y timo, provenientes de los 4 
tratamientos, fueron aplicados en el pozo superior de la cámara en 0,2mL de medio 
RPMI con BSA 1%. Se usó CXCL12 100 ng/mL (R&D Systems Inc, USA), IGF-I 10 nM 
(Gropep, Australia) ó una mezcla de CXCL12 100 ng/mL e IGF-I 10 nM  para la inducción 
de la migración y un pozo con solo medio RPMI, sin estímulo, como control para cada 
suspensión celular. El estímulo se agregó en 0,6 mL de medio RPMI con BSA 1%, en el 
pozo inferior de la cámara y los insertos, conteniendo las células, se colocaron 
cuidadosamente en cada uno de estos pozos. La migración se observó después de 3 
horas de incubación a 37°C y 5% de CO2. Las células que migraron hacia la parte baja 
de la cámara se cuantificaron por Citometria de flujo, usando una suspensión de 
microesferas fluorescentes Cytocount (1154 esferas/L) como población de referencia 
para el conteo de dichas células, brevemente, una vez completado el tiempo de 
incubación, se retiró cuidadosamente el inserto de cada pozo y las células que migraron 
hacia este se despegaron del fondo mediante pipeteos repetidos usando la misma 
solución del pozo, una vez resuspendidas se aspiró totalmente el volumen contenido en 
cada pozo y se transfirió a tubo de citometría, se agregó 0,5 mL de PBS 1X BSA 1%, al 
pozo, haciendo pipeteos repetidos y transfiriéndolo al mismo tubo, con el fin de recuperar 
la totalidad de las células. Se centrifugó a 1000 rpm por 10 min, se descartó el 
sobrenadante y se resuspendió en 100 L de PBS 1X BSA 1% añadiendo un volumen 
igual de microesferas fluorescentes, previamente equilibradas y agitadas a temperatura 
ambiente, minutos antes de realizar la lectura en el citómetro. La adquisición de células 
se realizó en un citómetro de flujo Cyan® ADP (Dako Colorado Inc., USA) y el análisis de 
datos a través del programa Summit V4.3. La migración celular se expresa como indice 
quimiotáctico respecto al número de células que migraron en ausencia de estímulo.  
 
5.7. Análisis de expresión de genes 
 
5.7.1. Extracción RNA 
La lisis y aislamiento del RNA celular se llevo a cabo empleando Trizol (Invitrogen, USA) 
de acuerdo al protocolo del fabricante. Brevemente, de cada una de las suspensiones 
celulares obtenidas luego de la extracción (bazo y timo), se tomaron aproximadamente 
107 células y se mezclaron con 1 mL de Trizol que consiste en una mezcla 
principalmente de isotiocianato de guanidinio y fenol. En presencia de esta solución las 
células se lisan rápidamente, se solubilizan sus componentes y se inactivan las 
ribonucleasas presentes. Posteriormente se adicionó cloroformo, generándose una fase 
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acuosa y una fase orgánica. De la fase acuosa se separó el RNA total por precipitación 
con isopropanol y se purificó luego con etanol al 75% (Anexo 6).  
La concentración del RNA se estableció por la lectura espectrofotométrica a 260 nm y la 
pureza por la relación de absorbancias 260nm/280nm.  
 
5.7.2. Comprobación integridad RNA 
Se verificó la calidad del RNA visualizando las fracciones ribosomales mediante 
electroforesis en gel de agarosa al 1,0%, en buffer MOPS 20 mM, Acetato de sodio 5mM, 
EDTA 1 mM.  La electroforesis se corrió a 80 V durante aproximadamente 40 minutos. Al 
buffer carga de las muestras se adiciona bromuro de etidio (1 μg/ml) con el fin de permitir 
su visualización. Los productos se observaron en transiluminador bajo luz ultravioleta y la 
imagen se captó con una cámara polaroid MP4. Si el RNA extraído no evidenciaba 
degradación se almacenó a -70º C para su posterior empleo. 
 
5.7.3. Síntesis de cDNA por transcripción reversa 
 
La síntesis del cDNA se llevó a cabo por transcripción in vitro, a partir de 5 μg del RNA 
previamente extraído, con el sistema transcriptasa reversa (RT) SuperScript III 
(Invitrogen, USA). Este sistema utiliza una enzima de tipo DNA polimerasa, cuya función 
es sintetizar DNA de doble cadena utilizando como molde RNA monocatenario. 
Inicialmente se realizó la mezcla de reacción 1 tal como se muestra en la tabla 4. Esta 
mezcla fue sometida a 65ºC por 5 minutos, para denaturación del RNA y en seguida se 
incubó a 3ºC por 1 minuto. Transcurrido este tiempo se adicionó la mezcla 2 (7 L) (tabla 
4) y se incubó durante 10 minutos a 25ºC, luego se incubó a 50ºC por 50 minutos, se 
inactivó la reacción por calentamiento a 70ºC por 15 minutos y por último se refrigeró a 
4ºC y se centrifugó para su posterior uso para los análisis por PCR. 
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Tabla 4. Mezcla de reacción empleada en transcripción reversa 
 
 
5.7.4. Diseño de iniciadores 
Las secuencias para los oligonucleotidos usados como iniciadores fueron diseñadas con 
el programa Primer Premier (Premier biosoft, USA), el diseño se llevó a cabo en regiones 
de baja homología con otras secuencias y minimizando la posibilidad de formación de 
dímeros y loops con un máximo de diferencia entre los Tm de 2 oC. Las secuencias para 
los oligonucleótidos usados como iniciadores y su correspondiente tamaño de producto 
son mostrados en la tabla 5. 
 
Mezcla Reactivos Cantidad 
Concentración Final 
(para 20 μL) 
1 
RNA 5 μg 0,25 μg/μL 
Hexámeros aleatorios 
(0,25 μg/μL ) 1 μL 12,5 ng/μL 
dNTPs (10 mM) 1 μL 0,50 mM 
Agua DEPC Hasta 13  μL - 
2 
Buffer de transcripción 
reversa 5X 4 μL 
50 mM Tris-HCl pH 8,3 
75 mM KCl 
3 mM MgCl2 
DTT (100 mM) 1 μL 5 mM 
RNAsa out 40  U/ μL 1 μL 2 U/μL 
SuperScript III RT 200 
U/ μL 1 μL 10 U/μL 
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Tabla 5. Oligonucleótidos usados como iniciadores para análisis por PCR en 
tiempo real 
 
Gen Secuencia 
Tamaño del 
Producto 
(bp) 
   
cxcr4 
S: 5´-TCATCTACACTGTCAACCTCTAC-
3´ 
A: 5´-GGTGGCGTGGACAATAGC-3´ 
86 
cxcr7 
S: 5´-GAGCACAGCATCAAGGAG-3´ 
A: 5´-CCAACATACCAGGAAGACC-3´ 
192 
cxcl12 
S: 5´-GCTTCATCTGACTTCCGCTTCTC-
3´ 
A: 5´-CCACATCACTCTCCTCCCTTCC-3´ 
77 
ccr1 
S: 5´-GGCATCATCACCAGTATTATC-3´ 
A: 5´-GCTTCAGGCTCTTGTAGG-3´  
133 
ccl3 
S: 5´-TTCCACGCCAATTCATCG-3´ 
A: 5´-GCATTCAGTTCCAGGTCAG-3´ 
150 
igf-1 
S: 5´-AAATCCCTTCCAACCAGTG-3´ 
A: 5´-GATACAGAGACACCGATAGG-3´ 
163 
igf-1r 
S: 5´-TTCGGACCAGTCTCGCCAAC-3´ 
A: 5´-
AAAGAGGAGCAAAGCCCAAATCG-3´ 
121 
l-selectina 
S: 5´-TATATCAAGAGGGAACGAGAC-3´ 
A: 5´-GGACCACATACTGACACTG-3´ 
193 
gapdh 
S: 5´-GCCTTCCGTGTTCCTACC-3´ 
A: 5´-CTTCACCACCTTCTTGATGTC-3´ 
96 
 
5.7.5. Estandarización condiciones por PCR convencional 
Con el fin de determinar las condiciones óptimas para la amplificación por PCR en tiempo 
real, se llevaron a cabo ensayos por PCR convencional bajo distintas concentraciones de 
iniciadores y a tres temperaturas de anillamiento distintas (48,4oC; 52,8oC y 57,0oC) 
tomando como referencia las temperaturas de fusión de los iniciadores. En la tabla 6 se 
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ilustran las diferentes condiciones empleadas. Para estos ensayos se usó el sistema de 
la Taq DNA polimerasa (5 U/ μL)  (Invitrogen, USA). El perfil térmico empleado para la 
evaluación de los genes fue el siguiente: denaturación inicial  y activación de la enzima a 
95 °C por 5 min, amplificación por 35 ciclos con los siguientes parámetros: denaturación 
a 95 °C por 45 s, anillamiento de oligonucleotidos a la temperatura evaluada por 1,5 
min.y extensión a 72 °C por 1,5 min. y extensión final a 72 °C por 7 min. Para la 
estandarización se empleó cDNA de esplenocitos de ratones del grupo 12. Para cada 
condición y temperatura se empleo un blanco que contenia toda la mezcla sin cDNA.  
Tabla 6. Condiciones empleadas para estandarización de parámetros para análisis 
por PCR.  
 
Mezcla de Reacción 1 2 
Buffer 10X 1X 1X 
MgCl2 1,5 mM 3,0 mM 
Iniciador sentido 0,25 M 0,5 M 
Iniciador antisentido 0,25 M 0,5 M 
Taq Polimerasa 0,625 U 1,0 U 
dNTPs 0,2 mM 0,4 mM 
Agua DEPC csp 23,0 L csp 22,0 L 
cDNA 2,0 L 3,0 L 
 
5.7.6. Amplificación por PCR en tiempo real 
El nivel de expresión relativa del gen casero glyceraldehyd-3-phosphate dehydrogenase 
(GAPDH) fue usado para normalizar los niveles de expresión en cada muestra. El ensayo 
de PCR en tiempo real usando el equipo LightCycler 4.0 (Roche, Germany) fué llevado a 
cabo con el cDNA de las muestras y usando el sistema Master Mix SYBRGreen (BioRad, 
USA). Las condiciones para la evaluación de los genes fueron las siguientes: 
denaturación inicial  y activación de la enzima a 95 °C por 5 min, amplificación por 38 
ciclos con los siguientes parámetros: denaturación a 95 °C por 15 s, anillamiento de 
oligonucleotidos a 57 °C por 25 s y extensión a 72 °C por 25 s y extensión final a 72 °C 
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por 2 min. Los resultados para los niveles de expresión se dan en unidades arbitratrias 
relativo a los niveles de expresión de GAPDH en cada muestra. Los cálculos para la 
determinación de la expresión relativa fueron llevados a cabo por el método comparativo 
del ¨threshold cycle¨ (Ct) con correción de eficiencia (Souaze, Ntodou-Thome et al. 
1996; Livak and Schmittgen 2001).  
 
5.8. Análisis de Proteoma 
 
Ha sido descrito que existen muchas proteínas para las cuales los niveles de mRNA y la 
expresión proteica no se correlacionan (Anderson and Seilhamer 1997; Gygi, Rochon et 
al. 1999), por tanto, el seguimiento de la expresión proteica en los tejidos en función del 
desarrollo, la fisiología (estímulo-respuesta) y enfermedad requiere el uso de 
metodologías que permitan observar directamente la expresión de proteínas. Gracias al 
reciente desarrollo de la espectrometría de masas para proteína, ahora es posible 
identificar estas moléculas de forma rápida y confiable (Lin, Tabb et al. 2003). Las 
proteínas (o péptidos) pueden ser analizados de forma pura o como productos de 
digestión de tripsina o cualquier otra enzima adecuada. En general las proteínas son 
separadas inicialmente a partir de un extracto celular complejo usando electroforesis en 
una o dos dimensiones y posteriormente son tripsinidas. El análisis comparativo de los 
proteomas es un abordaje que permite observar, determinar e identificar las proteínas 
que son expresadas efectivamente por células o tejidos sometidos a condiciones 
diferentes (Cuervo, Cupolillo et al. 2008). 
 
5.8.1. Electroforesis bidimensional  (2D-PAGE) 
 
5.8.1.1. Extracción y cuantificación de proteínas 
 
A partir de las suspensiones celulares de bazo, correspondientes a los grupos 12 y 4, 
fueron tomadas aproximadamente 5x107 células. Dichas células fueron lisadas por ciclos 
de sonicación (o congelamiento y descongelamiento) en buffer PBS hipotónico (13,6 mM 
NaCl, 0,27 mM KCl, 0,4 mM Na2HPO4, 0,15 mM KH2PO4) y coctel de inhibidores de 
proteasas. Después de centrifugación a 10000 g por 5 min, el sobrenadante fue 
precipitado con TCA (10%), lavado con acetona fría y centrifugado a 13000 g por 10 min 
a 4ºC. Las proteínas fueron solubilizadas en Buffer IEF (9M urea, 4% CHAPS v/v, 40mM 
ditiotreitol (DTT), 1% anfólitos pH 3-10 v/v) por una hora a temperatura ambiente. Las 
proteínas fueron cuantificadas usando el sistema RCDC (BioRad, USA) que es basado 
en el método de Lowry y es compatible con todos los reactivos de la electroforesis 
bidimensional. El procedimiento se seguirá de acuerdo a las indicaciones del fabricante. 
Las proteínas serán alícuotadas y preservadas a –70ºC. 
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5.8.1.2. Isoelectroenfoque 
  
Las proteínas se separaron en tiras de poliacrilamida de gradiente de pH inmovilizado 
(IPG) de 18 cm ReadyStrip IPG Strip (BioRad, USA) de rango de pH no lineal de 3-10 (3-
10 NL). Se decidió realizar la carga de las muestras proteicas junto con la rehidratación 
de las tiras, ya que este método de aplicación de la muestra garantiza poca manipulación 
y una distribución más uniforme de las proteínas a lo largo del gradiente de pH. Cada 
muestra analizada se corrió en una tira separada. Para la primera dimensión, se empleó 
500 μg de proteina diluidos en un volumen final de 300 μl de solución de rehidratación (8 
M urea, 2% (p/v) CHAPS, 40 mM DTT, 1% (v/v) anfolitos 3-10 y 0,002% azul de 
bromofenol). Las muestras se centrifugaron a 13000 x g por 3 minutos para remover 
cualquier material insoluble y posteriormente cada muestra se aplicó en el centro de un 
pozo donde luego se colocó la tira de IPG con la cara del gel en contacto con la muestra. 
Las tiras se cubrieron con 1 mL de aceite mineral para evitar la desecación. Las tiras con 
las muestras se rehidrataron de forma pasiva por 2 horas, y de forma activa por 11 horas 
a 50 V en un focalizador Bio-Rad (BioRad, USA). El isoelectroenfoque de las tiras se 
llevó a cabo con el siguiente gradiente de voltaje: 250 V por 30min. (rampa rápida), 1.000 
V por 30min. (rampa rápida), 1.000 V por 1h (constante), 4.000 V por 45min. (rampa 
rápida), 4.000 V por 1h (constante), y a 8.000 V (rampa rápida) hasta un total de 55 kVh.  
 
5.8.1.3 SDS-PAGE 
  
Después del isoelectroenfoque, la tira fue incubada por 20 minutos en el primer buffer de 
equilibrio (5 ml, 6 M urea, 2% SDS, 0.375 M, pH 8.8, Tris-HCl, 20% glicerol, 130 mM 
DTT) y se alquilaron luego incubando durante 15 min con el mismo buffer de equilibrio 
reemplazando el DTT por yodoacetamida 300 mM. Las tiras equilibradas se situaron 
sobre geles de poliacrilamida al 12% de 1 mm de espesor, y al lado de cada tira se 
sembraron 2 μl de marcador de peso molecular (Unstained Protein Molecular Weight 
Marker, Fermentas). Para favorecer el contacto entre las dos matrices de poliacrilamida y 
facilitar la migración de las proteínas de la primera a la segunda dimensión, se 
adicionaron aproximadamente 500 μl de agarosa al 1% (p/v) sobre la tira, con trazas de 
azul de bromofenol que sirvió como frente de corrida de los geles. La electroforesis fue 
llevada a cabo en tampón estándar Tris/Glicina/SDS, con 2.5 W/gel por 30 minutos 
seguido de 15 W/gel por 4 horas o hasta que colorante del frente de corrida alcanzara la 
parte inferior del gel.  
  
5.8.1.4. Visualización 
  
Después de la separación, las proteínas en el gel fueron detectadas con la tinción con 
Azul de Coomassie Coloidal. Esta coloración tiene una sensibilidad de detección de 8-50 
ng de proteína en el gel, es compatible con espectrometría de masas y tiene una alta 
reproducibilidad, esencial para el análisis de expresión diferencial (Neuhoff, Arold et al. 
1988). Para la tinción, los geles se incubaron durante 90 minutos con una solución 
fijadora compuesta por 30% (v/v) de etanol y 2% (v/v) de ácido fosfórico, haciendo 
cambio de la solución cada 30 minutos; una vez terminada la fijación se realizaron 3 
lavados de 30 minutos con una solución 2% (v/v) de ácido fosfórico. Finalmente, los 
geles se incubaron con una solución de 18% (v/v) de etanol, 2% (v/v) de ácido fosfórico y 
15% (p/v) de sulfato de amonio durante 30 minutos, tras los cuales se adicionó el 
colorante (Brilliant Blue G) en un porcentaje del 1% (v/v) con respecto al volumen de la 
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solución y se dejó en incubación durante 72 horas a temperatura ambiente en constante 
agitación.  
 
Los anteriores análisis de 2D-PAGE se adelantaron en colaboración con el Laboratorio 
de Investigación en Leishmaniasis del Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, en Rio de 
Janeiro, RJ, Brasil. 
 
5.8.1.5. Análisis de imágenes 
  
El perfil proteico en los geles fue analizado usando el programa PDQuest Advanced v. 
8.0.1 (BioRad, USA), con este se compararon los patrones de expresión proteíca entre 
esplenocitos de ratones con dieta del 4% y esplenocitos de ratones con dieta del 12%, 
para establecer la magnitud de cambios en el proteoma entre estos dos tratamientos. El 
programa usado permite la detección, conteo y comparación del volumen relativo de los 
puntos de proteínas presentes en los geles teñidos con Azul de Coomassie Coloidal. En 
un comienzo, las imágenes de los geles se recortaron de manera homogénea para 
garantizar una región de estudio similar entre los proteomas de las dos condiciones 
analizadas, y se ajustó un contraste idéntico de todos ellos para evitar resultados 
erróneos de expresión diferencial. Luego se procedió a la detección de las moléculas de 
proteína en cada uno de los geles de manera individual, empleando los parámetros 
incluidos en el software y realizando validación manual en caso de ser necesario. Una 
vez detectadas, se determinó el número total de moléculas de proteínas obtenidas y se 
determinó la presencia o ausencia, el aumento o la disminución en la expresión de las 
proteínas. 
 
5.8.2. Análisis proteómico ¨shotgun¨  
 
5.8.2.1. Extracción y digestión tríptica de proteínas 
 
Para el análisis e identificación de proteínas presentes en las células de los órganos 
linfoides se usó un abordaje “shotgun”. Este consiste en la digestión enzimática en 
solución, usando tripsina, de todas las proteínas presentes en un extracto celular y 
posterior análisis por cromatografia líquida seguida de espectrometria de masas LC-
MS/MS. Para la obteción de la fracción proteica se usó la fracción de trizol 
correspondiente a las proteínas. Una vez extraido el DNA de la interfase y la fase 
fenólica, por precipitación con etanol, las proteínas fueron precipitadas a su vez con 
isopropanol a partir del sobrenadante (etanol-fenol) separado de la precipitación del DNA. 
Una vez precipitadas se centrifugaron a 12000 rpm por media hora, se separó el 
sobrenadante y se lavaron 2 veces con metanol. Se permitió secar el pellet y se 
almacenó hasta su análisis. Las proteínas fueron reconstituidas en 25 μL de bicarbonato 
de amonio 50 mM con agitación hasta máxima disolución. Se adicionaron 1,5 μL de DTT 
100 mM y 0,5 μL de agua ultrapura. Las muestras fueron incubadas a 95 °C por 5 
minutos y se permitió que se enfriaran a temperatura ambiente, luego las proteínas 
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fueron alquiladas con 3 μL de una solución  de iodoacetamida 100mM, en oscuridad, a 
temperatura ambiente, por 20 minutos. La solución de tripsina de 20 ng/μL se preparó 
sobre baño de hielo y sobre este mismo se colocaron las muestras y se agregaron 10 μL 
de tripsina a cada una. Las muestras se dejaron en baño de hielo por 5 minutos y 
posteriormente se incubaron por toda la noche (18-20h) a 37 °C (baño termostatado). La 
digestión fue detenida con 1 μL de ácido fórmico al 0,1% en agua. Las muestras se 
secaron completamente en SPEED-VAC.   
 
5.8.2.2. Análisis e identificación de proteínas por espectrometria 
de masas 
 
Para este análisis las muestras del paso anterior fueron resuspendidas en 20 μL de ácido 
fórmico al 0,1% en agua. De cada muestra, 10 μL fueron analizados usando un sistema 
nanoHPLC (UltiMate: Dionex, Amsterdam, Holanda), acoplado a un espectrómetro de 
masas híbrido ESI Q-TOF (electrospray  quadrupole-time of flight, Q-TOF Ultima, 
Micromass, Manchester UK). Las muestras se cargaron en una trampa de C-18 (LC 
Packings, Holanda) usando ácido trifluoroacético (TFA) 0.1% y un flujo de 20 μL /min. 
Los péptidos se eluyeron y separaron en una columna analítica (75 μm x 150 mm) 
empacada com 3 μM de resina C-18. A continuación, se realizó la separación 
cromatográfica por fase inversa con gradiente de elución tipo agua – acetonitrilo a flujo 
de 0,40 L/min tal como se muestra en la tabla 7. 
 
Tabla 7. Gradiente de elución por HPLC para análisis proteómico 
    Tiempo 
(min.) Agua (%) 
Acetonitrilo 
(%) 
0,0 95,0 5,0 
1,0 85,0 15,0 
35,0 65,0 35,0 
40,0 40,0 60,0 
45,0 95,0 5,0 
La columna se conecta a una fuente emisora de nano-electrospry donde se aplican 2300 
V. El Q-TOF fue operado en modo de positivo, con una una energía de colisión de 10eV. 
La temperatura de la fuente fue de 80ºC y el cono de gas fue establecido con N2. Se usó 
Argón en la celda de colisión. Apenas iones con cargas dobles y triples fueron 
seleccionados para posterior fragmentación.  
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Este análisis se adelantó en colaboración con el Departamento de Bioquímica, Instituto 
de Química, Universidad Federal de Rio de Janeiro/Rede Proteômica de Rio de Janeiro, 
dirigido por el profesor Gilberto Domont en Rio de Janeiro, Brasil. 
 
Tanto las masas de los péptidos como las masas de los fragmentos fueron usadas para 
las busquedas en las bases de datos no redundantes del National Center for 
Biotechnology (NCBInr) y del Swiss-Prot, empleando el programa Mascot MS/MS ion 
search (Matrix Science, UK, www.matrixscience.com/search_form_select.html). Los 
parámetros de búsqueda en el servidor Mascot fueron los siguientes: restricción 
taxonómica para Mus musculus; péptidos trípticos con solamente 1 clivaje erróneo 
permitido; carbamidometilación, como modificación fija; acetilación N-terminal y oxidación 
de metionina como modificaciones variables; 1 dalton de tolerancia para el modo MS y 
0,6 daltons para el modo MS/MS. 
 
5.9. Análisis estadístico 
Los resultados se analizaron usando pruebas t de Student no pareadas mediante el 
programa SAS (SAS Institute Inc, 1999). Las diferencias se consideraron significativas 
cuando los valores de p < 0,05. 
  
 
 
 
 
6. Resultados 
6.1 Estandarización del inóculo 
Los resultados para el recuento UFC, en el ensayo para la estandarización del inóculo, 
para las distintas diluciones sembradas, se muestran en la tabla 8.  De este ensayo se 
estableció que suspensiones bacterianas de L. monocytogenes, preparadas en solución 
salina al 0,85%, con absorbancias cercanas a 0,29, medidas a 540 nm, contienen 
aproximadamente 1,8x108 UFC/mL. 
 
Tabla 8. Determinación de UFC en suspensiones bacterianas de L. monocytogenes, 
para la preparación de inóculos.  
Tubo Abs. Dilución/Vol sembrado (L) 
Recuento en 
placa (UFC) 
Bacterias 
suspensión 
inicial (UFC/mL) 
1 0,310 
104 / 10 190 1,90 x 108 
103 / 100 281 2,85 x 108 
102 / 100 9 9,00 x 107 
2 0,286 
104 / 10 170 1,70 x 108 
103 / 100 181 1,81 x 108 
102 / 100 28 2,80 x 108 
3 0,273 
104 / 10 159 1,59 x 108 
103 / 100 183 1,83 x 108 
102 / 100 8 8,00 x 107 
Absorbancia                                         Promedio bacterias 
suspensión     Promedio: 0,290                                   Inicial: 1,80 x 
108 UFC/mL 
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6.2. Comprobación del inóculo 
El control y verificación de la concentración del inóculo asegura que la dosis aplicada a 
los animales corresponda a la previamente estandarizada. La verificación del inóculo 
contribuye a la validación de los datos experimentales toda vez que demuestra el uso de 
una dosis subletal pero efectiva para el desarrollo de la respuesta inmune. 
El inóculo realizado de la forma descrita en materiales y métodos siempre estuvo dentro 
del orden de magnitud esperado. La figura 5 ilustra el resultado típico, para el recuento 
de UFC, para la comprobación del inóculo de L monocytogenes 
 
 
Figura 5. Placa obtenida de la incubación, a 35oC por 24 h, de 100 L de una 
dilución 1:20 de la suspensión usada como inóculo en medio LB-Agar 1% para el 
recuento (176 UFC de L monocytogenes en esta placa), para la comprobación del 
inóculo.  
 
6.3. Comprobación de la infección 
6.3.1. Determinación de UFC presentes en bazo e hígado 
La presencia de microorganismos viables en hígado y bazo de los animales infectados es 
un indicativo del establecimiento de la infección y por lo tanto de la activación de la 
respuesta inmune. 
 
Todos los animales correspondientes a los grupos infectados presentaron crecimiento de 
colonias correspondientes a L monocytogenes (comprobadas por medio selectivo para 
este microorganismo) a partir de la siembra del macerado de bazo e hígado tal como fue 
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descrito anteriormente. La figura 6 ilustra la recuperación de L monocytogenes a partir de 
dicha siembra.  
 
 
Figura 6. Placa representativa de la verificación del establecimiento de la infección, 
por detección de UFC de L monocytogenes en macerados de hígado y bazo. 50 L 
del macerado fueron sembrados en medio LB-Agar 1% e incubados a 35oC por 24 h 
tal como se describió en materiales y métodos. 
6.3.2. Niveles séricos de IFN- 
Los niveles séricos de IFN- mostraron un aumento significativo (P<0,0001) en los 
animales inoculados con el patógeno en comparación con los controles no infectados 
para los animales de los dos regímenes nutricionales (Tabla 9). La restricción en el 
consumo de proteína, mostró una disminución en los niveles séricos de la citoquina pero 
no se alcanzó una diferencia significativa. 
Tabla 9. Efecto de la desnutrición proteica e infección con L. monocytogenes sobre 
los niveles séricos de Interferón- en ratones.  
 
 
 
 
 
 
 
Grupo IFN- en suero
(pg/mL) 
12 229 + 16 
4 166 + 28 
12I 563 + 35a 
4I 505 + 33b 
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Los niveles de Interferón- fueron determinados mediante ensayo de ELISA tal 
como se describió en materiales y métodos. Los valores se expresan como la 
media + SEM para n=9 en cada grupo.  
a p <0,0001 respecto al grupo 12 
b p <0,0001 respecto al grupo 4 
 
6.4. Influencia del contenido de proteína en la dieta y de 
la infección sobre el peso corporal y de órganos 
En la Tabla 10 se muestra la variación en el peso corporal y el peso relativo de órganos 
linfoides (timo y bazo) por el tipo de dieta y la infección bacteriana al final del período 
experimental de 10 días. El grupo de animales control (12) tuvo en promedio una 
ganancia de peso del 7,59% y los animales de la misma dieta sometidos a infección, 
aunque su ganancia fue de solo 4.52%, no presentaron un diferencia significativa con 
respecto al control, mientras que los animales desnutridos (4) y los desnutridos e 
infectados (4I) mostraron una pérdida de peso de 9,65% y 11,99% respectivamente, que 
difieren significativamente de los respectivos grupos con dieta del 12% (p<0,02 y p<0,03). 
Por otro lado el cambio de la dieta del 12% de proteína a la de 4% resulta en una 
disminución significativa del peso de bazo y timo con relación al peso corporal (p<0,02). 
Al tercer día post-infección el peso relativo del bazo de los animales infectados (12I y 4I) 
fue significativamente mayor (p<0,02 y p<0,001 respectivamente) en comparación con 
los grupos no infectados (12 y 4), adicionalmente se observa una disminución en dicho 
peso debida al déficit proteico de 4,86 mg/g a 3,22 mg/g (sin infección) y de 9,39 mg/g a 
7,36 mg/g en los infectados. En contraste, el tamaño relativo del timo en los dos grupos 
dietarios, se redujo significativamente en los animales infectados en comparación con los 
controles no infectados, pero el efecto del déficit proteico muestra el mismo 
comportamiento que en bazo. 
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Tabla 10. Influencia del déficit proteico e infección sobre el peso corporal y el peso 
de bazo y timo.  
 
Grupo Cambio en peso corporal (%) 
Peso bazo 
(mg/g de peso 
corporal) 
Peso timo 
(mg/g de peso 
corporal) 
12 7,59 + 1,86 4,86 + 0,35 2,13 + 0,19 
4 -9,65 + 3,97a 3,22 + 0,11a 1,52 + 0,10a 
12I 4,52 + 0,62 9,39 + 0,26a 1,38 + 0,12a 
4I -11,99 + 0,63b 7,36 + 0,22bc 1,06 + 0,05bc 
 
Los valores se expresan como la media + SEM para n=9 en cada grupo.  
a p <0,02 respecto al grupo 12 
bp <0,03 respecto al grupo 12I 
cp<0,001 respecto al grupo 4 
 
6.5. Niveles séricos de IGF-I 
El esquema de restricción proteica utilizado generó una disminución altamente 
significativa en los niveles del IGF-I circulante (p<0,0001), a nivel de los animales 
restringidos nutricionalmente pero sin infección (4), tal como se ilustra en la figura 7. Así 
mismo, la infección con el patógeno, en los animales con dieta control (12I), redujo el 
péptido en suero, respecto de los que no estaban infectados de la misma dieta (12), a 
niveles comparables al grupo restringido (4). De la misma forma los niveles de IGF-I 
circulante en el grupo restringido nutricionalmente e infectado (4I) disminuyeron 
significativamente (p<0,0008) respecto de sus controles (12I) y de los correspondientes a 
la misma dieta sin infección (4) (p<0,004). 
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Figura 7. Efecto de la desnutrición proteica e infección con L. monocytogenes 
sobre los niveles séricos de IGF-I en ratones. La determinación se llevo a cabo 
mediante ensayo de ELISA tal como se describió en materiales y métodos. Los 
valores se expresan como la media + SEM para n=6 en cada grupo.  
 
6.6. Determinación de los niveles de IGF-I en bazo de 
ratones 
 Los niveles de IGF-I localmente producidos a nivel de esplenocitos no cambian por 
efecto del déficit proteico ni tampoco por la presencia del patógeno (Figura 8). No 
obstante, en los esplenocitos de los animales infectados, que previamente fueron 
sometidos a desnutrición, los niveles de este péptido disminuyeron de manera 
significativa respecto tanto del grupo desnutrido sin infección (4) como del grupo 
infectado con dieta normal e infectado (12I) (Figura 8).  
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Figura 8. Efecto de la desnutrición proteica e infección con L. monocytogenes 
sobre los niveles de IGF-I en esplenocitos de ratones. La determinación se llevo a 
cabo mediante ensayo de ELISA tal como se describió en materiales y métodos. 
Los valores se expresan como la media + SEM para n=6 en cada grupo.  
 
6.7. Efecto del consumo de una dieta deficiente en 
proteína y de la infección sobre la distribución de 
poblaciones linfocitarias en bazo y timo 
En los grupos de estudio, no infectados, el porcentaje de linfocitos T inmaduros dobles 
positivos (CD4+CD8+) representó alrededor del 70,0% del total de timocitos (Figura 9). 
La infección bacteriana redujo este porcentaje a aproximadamente un 12,0% en los 
ratones de los dos grupos dietarios. Los timocitos T CD8+ disminuyeron 
significativamente en el grupo restringido nutricionalmente y el proceso infeccioso 
incrementó marcadamente su porcentaje, tanto en el grupo del 12 (9 veces) como del 4 
(15 veces) (Tabla 11). En contraste, la población de linfocitos maduros T CD4+ no sufrió 
cambios por la deficiencia en proteína ni por la infección. 
El análisis por citometría de flujo no mostró cambios significativos en el porcentaje de 
linfocitos T CD8+, T CD4+ y B en el bazo de los animales alimentados con la dieta 
deficiente en proteína en comparación con los controles bien nutridos. La infección, por 
su parte, elevó significativamente (p<0,02) el porcentaje de células B y disminuyó el de 
linfocitos T CD8+ esplénicos en los animales de los dos regímenes nutricionales (Tabla 
12). A nivel de la población de linfocitos T CD4+ se observó una tendencia a disminuir 
como consecuencia de la infección pero las diferencias no fueron estadísticamente 
significativas.  
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Figura 9. Efecto del consumo de una dieta deficiente en proteína y de la infección 
bacteriana (L monocytogenes) sobre la distribución de células T CD4+, T CD8+ y T 
CD4+CD8+ en timocitos de ratón. La gráfica corresponde al resultado típico 
reptresentado por diagramas de punto de los análisis por citometría de flujo. Grupo 
12 (A), 4 (B), 12I (C) 4I (D). Las células se analizaron por citometría de flujo tal como 
se describió en materiales y métodos.  
 
73,2% 
20,2% 
3,5%
B 
15,3% 
23,1% 
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C 
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27,6% 
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D 
73,5% 
20,8% 
4,0% 
A 
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Tabla 11. Distribución de linfocitos en timo de ratones alimentados con dieta 
deficiente en proteína e infectados.  
 
Grupo %Linfocitos T CD8+ %Linfocitos T CD4+ 
%Linfocitos T 
CD8+ CD4+ 
12 6,00 + 0,97 20,97 + 2,10 70,41 + 1,94 
4 3,49 + 0,59a 24,27 + 3,18 69,18 + 2,62 
12I 56,03 + 2,84b 22,10 + 1,96 12,70 + 2,15b 
4I 54,23 + 3,10c 24,57 + 2,74 10,97 + 1,51c 
 
Las subpoblaciones se identificaron y cuantificaron por citometría de flujo tal 
como se describe en Métodos. Los valores se expresan como la media + SEM para 
n=9 en cada grupo.  
a p <0,05 respecto al grupo 12 
b p <0,0001 respecto al grupo 12 
c p <0,0001 respecto al grupo  
 
Tabla 12. Distribución de linfocitos en bazo de ratones alimentados con dieta 
deficiente en proteína e infectados.  
 
Grupo %Linfocitos T CD8+ %Linfocitos T CD4+ %Linfocitos B 
12 18,86 + 1,80 27,55 + 1,45 35,32 + 3,09 
4 22,14 + 2,40 31,50 + 1,80 32,45 + 4,03 
12I 13,34 + 0,98a 25,14 + 2,14 48,76 + 1,95a 
4I 17,00 + 1,59 30,72 + 3,12 44,05 + 2,07b 
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Las subpoblaciones se identificaron y cuantificaron por citometría de flujo tal 
como se describe en Métodos. Los valores se expresan como la media + SEM para 
n=9 en cada grupo.  
a p <0,02 respecto al grupo 12 
b p <0,03 respecto al grupo 4 
 
6.8. Ensayo de Quimiotaxis Celular 
6.8.1. Estandarización recuento por citometría de flujo usando 
CytoCount. 
 
Ensayo A.  
Con el fin de evaluar la linealidad y la capacidad de discriminación, en el conteo por 
citometría de flujo, usando las microesferas CytoCount, se determinó el número de 
células contadas  y se comparó con las originalmente adicionadas a cada tubo (Ensayo 
A). A partir del número de células adicionadas se realizó una curva con los datos 
obtenidos (células contadas) y se evaluó, mediante ajuste por mínimos cuadrados, la 
linealidad del conteo. Además, se realizó una interpretación estadística (ANOVA) con el 
fin de evaluar la regresión lineal. Los cálculos relacionados con este análisis se 
encuentran en el anexo 7. La tabla 13 y la figura 10 ilustran los resultados obtenidos.  
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Tabla 13. Evaluación de la linealidad del conteo celular, por citometría de flujo, 
usando microesferas Cytocount.  
 
Células 
Adicionadas
Células 
Contadas 
5000 5741 
5000 6991 
10000 13541 
10000 13941 
20000 26135 
20000 25083 
40000 52670 
40000 57710 
100000 142740 
100000 126046 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Regresión lineal para el conteo celular por citometría de flujo usando 
CytoCount. 
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La ecuación correspondiente a la regresión lineal es:   y = 1,348x – 148,620. 
Haciendo el análisis de coeficiente de correlación  tenemos que  t calculado >t tabulado, con lo 
cual se concluye que existe correlación entre las dos variables analizadas (Tabla 14). 
Tabla 14. Análisis de coeficiente de correlación 
 
 
 
 
 
 
t tabulado (8; 0,05) = 2,306  
 
En los cálculos del coeficiente beta los resultados demuestran que para la pendiente 
tcalculado >t tabulado y para el intercepto t calculado < t tabulado, con lo cual se concluye que la 
pendiente es estadísticamente diferente de cero y que el intercepto no lo es (Tabla 15).  
 
Tabla 15. Coeficiente beta 
 
 
 
 
 
 
t tabulado (8; 0,05)=2,306 
 
Al determinar el intervalo de confianza para el intercepto, se observa como  el intervalo 
incluye el cero, con lo que se cumple la condición de proporcionalidad (Tabla 16). 
 
Grados de 
libertad 
Coeficiente de 
correlación  r r
2 t calculado 
8 0,996 0,992 32,944 
Parámetro Valor t Calculado 
Pendiente (b) 1,348 32,944 
Intercepto (a) -148,620 0,074 
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Tabla 16. Intervalos de confianza 
 
 
 
 
 
 
 
En el análisis de varianza se obtuvo para la regresión que F calculado > F tabulado, por lo que 
se ratifica que existe regresión entre las dos variables, además, en el desvío, F calculado < F 
tabulado con lo cual se demuestra que existe completa linealidad y no hay desvíos positivos 
ni negativos de la misma (Tabla 17). 
 
 
Tabla 17. Análisis de varianza 
 
Fuente de 
variación 
Grados 
de 
libertad 
Suma de 
cuadrados 
Cuadrado 
medio Fcalculado Ftabulado 
Regresión 1 21831548657 21831548657 
1085,28
2 5,318 
Error 8 160928085 20116011   
Desvío 3 7472662 2490887 0,081 5,409 
Dentro 5 153455423 30691085   
Total 9 21992476742    
Ftabulado (1 ;8 ;0,05) = 5,318                                                    Ftabulado ( 3 ;5 ;0,05) = 5,409 
 
Los resultados del anterior análisis permitieron establecer que el método de conteo 
celular, por citometría de flujo, usando microesferas fluorescentes, es un método 
Parámetro Límite Superior Límite Inferior 
Pendiente (b) 1,4372 1,2604 
Intercepto (a) 4206,397 -4503,638 
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confiable que permite la discriminación de diferentes cantidades de células de forma 
lineal y reproducible.  
Ensayo B. 
En la evaluación de la cantidad de células recuperadas de los pozos transwell, se 
ensayaron dos soluciones distintas (RPMI y RPMI BSA 1%) para determinar en cuál de 
ellas debe ponerse el estímulo en los ensayos de quimiotaxis. Los resultados muestran 
que RPMI BSA 1% permite una mejor recuperación de las células presentes en los pozos 
inferiores de las cámaras transwell debido posiblemente a una disminución en la tensión 
superficial del líquido, por la presencia de la BSA, resultando en una mejor exactitud y 
reproducibilidad en la recuperación (Tabla 18). 
     
Tabla 18. Evaluación de la recuperación de células provenientes de los pozos 
inferiores de la cámara de transwell.  
 
RPMI RPMI BSA 1% 
Células 
Adicionadas 
Células 
Recuperadas 
Células 
Adicionadas
Células 
Recuperadas 
20000 6854 20000 16528 
20000 18533 20000 14852 
60000 85810 60000 57466 
60000 38222 60000 48997 
100000 41261 100000 84624 
100000 65975 100000 91020 
 
6.8.2. Verificación de estímulo quimiotáctico y estandarización de 
dosis 
Con el fin de comprobar la respuesta migratoria de células linfoides de ratón a gradientes 
de concentración de la quimioquina CXCL12 y del IGF-I, se llevo a cabo un ensayo de 
quimiotaxis celular en esplenocitos de ratones control (12).  
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La figura 11 muestra que tanto CXCL12 como IGF-I son capaces de estimular de manera 
significativa la migración celular, en comparación con las células no estimuladas. Se 
observa además, que el efecto del IGF-I es quimiotáctico, pues en ausencia de gradiente 
(barra con estímulo IGF-I en ambos pozos), el número de células migrando no fue 
significativamente diferente respecto de las células control. Como se esperaba, el 
estímulo con CXCL12 indujo la quimiotaxis celular desde dosis de 10 ng/mL y de forma 
interesante, se observó que el estímulo combinado con IGF-I conduce a un efecto de tipo 
aditivo.  Con base en estos resultados los ensayos posteriores de migración se realizaron 
empleando 100 ng/mL de CXCL12 y 10 nM de IGF-I. 
 
Figura 11. Efecto de CXCL12 e IGF-I sobre la migración dirigida de esplenocitos de 
ratón. El número de células migrando en respuesta a cada estímulo fue evaluado 
en cámaras transwell tal como se describió en materiales y métodos. Los valores 
se expresan como la media + SEM para n=3 en cada estímulo. §Estímulo colocado 
tanto en pozo inferior como en superior.  
* p <0,05;  ** p<0,04;  *** p <0,002  respecto a las células control.    
 
6.8.3. Quimiotaxis estimulada por CXCL12 e IGF-I 
La inducción de la migración, evaluada en términos del índice quimiotáctico, tanto por 
CXCL12 como por IGF-I, resultó ser diferencial en cuanto a órgano y entre los diferentes 
grupos experimentales, definidos previamente. En primer lugar, se puede observar que la 
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capacidad migratoria de esplenocitos fue mayor que la de timocitos (Figuras 12 y 15). A 
nivel de las células de bazo, el gradiente de CXCL12 mostró un incremento significativo 
en el índice quimiotáctico, en los grupos restringido (4) e infectado (12I) en comparación 
con el grupo control (12) (Figura 12A). Resulta interesante observar que, aunque la 
infección resultó ser un factor estimulante para la migración dirigida, los esplenocitos del 
grupo de animales sometidos a desnutrición e infección (4I) no fueron capaces de 
incrementar su actividad migratoria, de hecho se observa que, aunque no hay diferencia 
significativa, la capacidad migratoria tiende a ser menor con respecto al grupo de la 
misma dieta no infectado (4). Resultados similares se observaron en los ensayos 
inducidos con IGF-I, aunque en algunos casos no se alcanzó diferencia significativa 
(Figura 12B). Nuevamente, se hizo evidente la naturaleza aditiva de los efectos 
quimiotácticos de IGF-I y CXCL12 (Figura 12C).   
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Figura 12. Quimiotaxis de esplenocitos estimulados por CXCL12 100ng/mL (A), 
IGF-I 10 nM (B) y una mezcla de CXCL12 100ng/mL e IGF-I 10 nM (C). El ensayo fue 
llevado a cabo en cámaras transwell de 5m de tamaño de poro tal como fue 
descrito en materiales y métodos. El índice quimiotáctico fue calculado como el 
número de células que migraron en respuesta al estímulo sobre el número de 
células que migraron en ausencia de estos, para cada tratamiento. Los valores se 
expresan como la media + SEM para n=9 en cada grupo.    
 
Con el fin de identificar de manera más clara el efecto de cada uno de los tratamientos 
sobre la capacidad migratoria ex vivo de las células, se analizó el comportamiento 
migratorio en términos absolutos, es decir determinando el número de células que migran  
en ausencia o en presencia a cada estímulo en las dosis establecidas. Los resultados 
mostraron que la ingesta de una dieta deficiente en proteína reduce la capacidad 
migratoria basal (en ausencia de estímulo) de esplenocitos y timocitos. La migración 
basal de las células provenientes del bazo de animales con infección mostró una gran 
variabilidad en los resultados, lo cual impidió encontrar diferencias significativas en 
comparación con los controles no infectados de los dos grupos dietarios (Figuras 13 y 
14). Se observaron incrementos significativos en el número de células que migran en 
respuesta a CXCL12 e IGF-I, en comparación con células migrando sin estímulo, en 
condiciones de infección, lo cual no se observa fácilmente en condiciones de desnutrición 
(4I) (Figuras 13 y 14). 
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Figura 13. Migración basal y estimulada por CXCL12 (100ng/mL) en esplenocitos de 
ratón. El ensayo fue llevado a cabo en cámaras transwell de 5m de tamaño de 
poro tal como fue descrito en materiales y métodos. Los valores se expresan como 
la media + SEM para n=9 en cada grupo. 
* p <0,04 respecto al grupo 12 sin estímulo 
§ p <0,04 respecto a células sin estímulo en cada tratamiento 
 
Figura 14. Migración basal y estimulada por IGF-I (10nM) en esplenocitos de ratón. 
El ensayo fue llevado a cabo en cámaras transwell de 5m de tamaño de poro tal 
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como fue descrito en materiales y métodos. Los valores se expresan como la 
media + SEM para n=9 en cada grupo. 
* p <0,02 respecto al grupo 12 sin estímulo 
§ p <0,05 respecto a células sin estímulo en cada tratamiento 
 
Por su parte, en timocitos se observó que la desnutrición resulta en un incremento en la  
migración dirigida, tanto por IGF-I como por CXCL12, aunque nuevamente solo se 
alcanzó significancia para este último (Figura 15). En contraste con lo observado en 
esplenocitos, las células del timo de animales infectados presentaron una respuesta 
migratoria disminuída frente al estímulo con IGF-I, en comparación con los animales 
sanos en los dos regímenes nutricionales (p<0,005 12I vs. 12; no significativo 4I vs. 4). 
Resulta interesante observar en estas células, que la migración inducida por IGF-I no 
solo se suprime sino que está aparentemente inhibida en condiciones patológicas, 
independientemete del estado nutricional de los animales (Figura 15B y figura 17). Lo 
anterior se corrobora en la tendencia observada en los ensayos con estímulos 
combinados de IGF-I y CXCL12 (Figura 15C). 
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Figura 15. Quimiotaxis de timocitos estimulados por CXCL12 100ng/mL (A), IGF-I 
10 nM (B) y una mezcla de CXCL12 100ng/mL e IGF-I 10 nM (C). El ensayo fue 
llevado a cabo en cámaras transwell de 5m de tamaño de poro tal como fue 
descrito en materiales y métodos. El índice quimiotáctico fue calculado como el 
número de células que migraron en respuesta al estímulo sobre el número de 
células que migraron en ausencia de estos, para cada tratamiento. Los valores se 
expresan como la media + SEM para n=9 en cada grupo.    
La evaluación de la migración absoluta en términos de conteo celular permitió identificar 
los efectos de los tratamientos en la respuesta ex vivo de timocitos. Al igual que en  
esplenocitos, se observó el impacto negativo del déficit proteico sobre la migración basal 
de timocitos, y los efectos supresores de la infección fueron también muy notorios, 
incluso anulandose la respuesta frente al estímulo con IGF-I (Figuras 16 y 17).  
 
Figura 16. Migración basal y estimulada por CXCL12 (100ng/mL) en timocitos de 
ratón. El ensayo fue llevado a cabo en cámaras transwell de 5m de tamaño de 
poro tal como fue descrito en materiales y métodos. Los valores se expresan como 
la media + SEM para n=9 en cada grupo. 
* p <0,05 respecto al grupo 12 sin estímulo 
§ p <0,05 respecto a células sin estímulo en cada tratamiento 
Capítulo 5 75
 
 
Figura 17. Migración basal y estimulada por IGF-I (10 nM) en timocitos de ratón. El 
ensayo fue llevado a cabo en cámaras transwell de 5m de tamaño de poro tal 
como fue descrito en materiales y métodos. Los valores se expresan como la 
media + SEM para n=9 en cada grupo. 
* p <0,04 respecto al grupo 12 sin estímulo. 
§ p <0,05 respecto a células sin estímulo en cada tratamiento. 
 
6.9. Efecto del déficit proteico y la infección sobre la 
expresión del receptor de quimioquina CXCR4 
Para establecer si las diferencias observadas a nivel de la inducción de la migración por 
parte de CXCL12 e IGF-I se encuentran relacionadas con la activación del receptor 
CXCR4, se evaluó, por citometría de flujo, la expresión de dicho receptor. 
 
La expresión del receptor CXCR4 fue más abundante en linfocitos de timo que en los 
correspondientes a bazo; en estos últimos las células B presentaron los niveles más altos 
de expresión. No se observaron diferencias en el porcentaje de células que expresan el 
receptor en timo y bazo al reducir el contenido de proteína (tabla 19 y 20). La infección 
alteró significativamente el porcentaje de células que expresan el receptor CXCR4 en los 
dos órganos linfoides, pero de manera opuesta. Mientras que el número de linfocitos T 
CD8+ que expresan el receptor en timo disminuye drásticamente por la presencia del 
patógeno, en bazo parece no ser afectado (tabla 19 y 20). De forma similar, el porcentaje 
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de células T CD4+ de bazo, positivas para el receptor, se eleva significativamente por el 
proceso infeccioso mientras que el de timo se ve reducido (tabla 19 y 20).         
 
Tabla 19. Distribución de subpoblaciones positivas para CXCR4 en linfocitos de 
bazo de ratones alimentados con dieta deficiente en proteína e infectados. 
 
 
 
 
 
 
 
Las subpoblaciones se identificaron y cuantificaron por Citometría de flujo tal 
como se describe en materiales y métodos. Los valores se expresan como la media 
+ sem para n=9 en cada grupo.  
a p<0,05 respecto al grupo 12 
b p <0,05 respecto al grupo 4 
Tabla 20. Distribución de subpoblaciones positivas para CXCR4 en linfocitos de 
timo de ratones alimentados con dieta deficiente en proteína e infectados.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Grupo %Linfocitos T CD8+CXCR4+ 
%Linfocitos T 
CD4+CXCR4+ 
%Linfocitos 
B CXCR4+ 
12 0,64 + 0,12 1,58 + 0,33 3,02 + 0,71 
4 0,81 + 0,20 1,86 + 0,27 2,94 + 0,45 
12I 0,67 + 0,11 4,94 + 0,40a 4,35 + 0,61 
4I 0,91 + 0,19 3,72 + 0,74b 3,25 + 0,40 
Grupo 
%Linfocitos T 
CD8+CXCR4+ 
%Linfocitos T 
CD4+CXCR4+ 
12 46,49 + 5,13 57,75 + 7,09 
4 44,27 + 3,94 58,43 + 7,28 
12I 4,36 + 0,74a 2,65 + 0,44a
4I 4,73 + 0,87b 4,92 + 0,87b,c
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Las subpoblaciones se identificaron y cuantificaron por Citometría de flujo tal 
como se describe en Métodos. Los valores se expresan como la media + sem para 
n=9 en cada grupo.  
a p<0,0001 respecto al grupo 12 
b p <0,0001 respecto al grupo 4 
c p <0,05 respecto al grupo 12I 
 
6.10. Análisis de expresión de genes 
6.10.1. Evaluación Integridad RNA 
Debido a que el mRNA representa tan solo del 1 al 3% del RNA total en una célula, no es fácilmente 
detectable, incluso con los métodos más sensitivos. De otro lado el RNA ribosomal comprende más 
del 80% del RNA total comprendido en su mayoría por las subunidades 28S y 18S (en mamiferos). 
Debido a esto la evaluación de la integridad del mRNA en las muestras trabajadas se determinó por 
la evaluación de la calidad de las subunidades 28S y 18S. En la figura 18 se observa el 
resultado del corrido electroforético para la evaluación de las subunidades 28S y 18S del 
RNA ribosomal, como indicativo de la integridad y calidad del mRNA extraido, en 
muestras provenientes de esplenocitos de ratones de los 4 grupos experimentales. 
 
Figura 18. Resultado representativo para la evaluación de la integridad del RNA por 
electroforesis en gel de agarosa 1% tal como se describió en materiales y métodos. 
Las muestras corresponden a esplenocitos de ratón de los 4 grupos de trabajo.  
 
6.10.2. Estandarización de las condiciones por PCR convencional 
De acuerdo al ensayo de estandarización se determinó que las condiciones óptimas para 
la amplificación incluyeron concentración de iniciadores de 0,25 M y una temperatura 
de anillamiento de 57oC (Figura 19 mix 1, 57oC). Para todos los genes evaluados se 
obtuvieron resultados similares.  La figura 19 muestra el resultado típico obtenido en este 
ensayo. 
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Figura 19. Resultado para la evaluación de condiciones para análisis por PCR de la 
expresión del gen de IGF-I (tamaño del amplificado de 163 pb). Las muestras 
corresponden a cDNA de esplenocitos de ratones del grupo 12. Cada condición 
(mezcla de reacción 1 y 2) fue corrida con un blanco de que no contenía cDNA.    
 
6.10.3. Expresión del sistema IGF-I/IGF-IR 
La figura 20 muestra los niveles de expresión relativa del mRNA de IGF-I e IGF-IR en 
esplenocitos de ratones, evaluados por PCR en tiempo real. De manera similar a los 
estudios previos adelantados en nuestro laboratorio, se encontró que los niveles de mRNA 
de IGF-I se mantienen en condiciones de estrés nutricional, como mecanismo homeostático 
en un órgano considerado prioritario para la respuesta inmune. En los animales bien nutridos 
se encontró que la infección resulta en la sobreexpresión del IGF-I (12 vs. 12I), lo cual no se 
observó en el grupo bajo restricción proteica (4 vs. 4I) (Figura 20A).  
 
En cuanto al receptor IGF-IR, éste se encontró sobreexpresado por efecto del estrés 
nutricional (12 vs. 4), tal como ya lo habíamos descrito en nuestro grupo. En el presente 
estudio se pudo establecer que la infección bacteriana está acompañada de una 
reducción en la transcripción del gen del receptor (12 vs. 12I y 4 vs. 4I) (Figura 20B).   
128 pb 
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Figura 20. Resultados por RT-PCR en tiempo real para la expresión relativa del gen 
de IGF-I (A) y de IGF-IR (B) en esplenocitos de ratones. Los resultados son 
expresados como cuantificación relativa a la expresión del gen casero GAPDH en 
unidades arbitrarias. Los valores se expresan como la media + SEM para n=6.  
En timo la regulación observada fue diferente. Tanto la infección como la desnutrición por 
aparte, y su combinación, conducen a la sobreexpresión del IGF-I en células de timo de 
ratón (Figura 21A). El receptor IGF-IR se encontró disminuído tanto por desnutrición 
como por infección, aunque llama la atención que al darse las dos condiciones 
simultáneamente, los niveles de mRNA se encontraron normalizados (Figura 21B).   
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Figura 21. Resultados por RT-PCR en tiempo real para la expresión relativa del gen 
de IGF-I (A) y de IGF-IR (B) en timocitos de ratones. Los resultados son expresados 
como cuantificación relativa a la expresión del gen casero GAPDH en unidades 
arbitrarias. Los valores se expresan como la media + SEM para n=6.  
 
6.10.4. Expresión del sistema CXCR4/CXCL12/CXCR7 
La quimioquina CXCL12 es reconocida clásicamente por sus efectos quimiotácticos en 
una variedad de células del sistema inmune, actuando a través de su receptor CXCR4, el 
cual se expresa ampliamente en linfocitos inmaduros y está involucrado en su tráfico 
basal. Es poco lo que se conoce acerca del efecto regulador de la desnutrición sobre la 
quimiotaxis estimulada por esta quimioquina, en el curso de una infección. Hasta hace 
poco se pensaba que CXCR4 era el único receptor reconocido para CXCL12, sin 
embargo, recientemente se ha demostrado la unión y señalización de CXCL12 a través 
del receptor CXCR7, y en particular, su asociación con estados patológicos.  
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Con el fin de evaluar su posible papel en los fenómenos de quimiotáxis observados en 
este estudio, se procedió a examinar los cambios en la expresión de sus mensajeros en 
los tejidos evaluados. Las mediciones de mRNA se llevaron a cabo mediante PCR en 
tiempo real bajo las condiciones descritas en materiales y métodos. A nivel de 
esplenocitos no se observaron alteraciones significativas en cuanto a la expresión del 
gen de CXCL12 (Figura 22A), sin embargo a nivel de los receptores se encuentran 
diferencias que pueden estar asociadas a los cambios observados en migración. En 
CXCR4 se observa un aumento de su expresión como consecuencia de la desnutrición 
(12 vs. 4), adicionalmente en los dos grupos dietarios, se presenta una disminución, de 
proporción mayor en los desnutridos, en la expresión de dicho gen al presentarse el 
estado infeccioso (Figura 22B), disminución que también es observada para la expresión 
de CXCR7 en los animales con restricción (4 vs 4I), sin embargo, en los animales con 
dieta normal (12 vs. 12I), se observa un aumento significativo en los niveles de expresión 
de este gen al presentarse la infección (Figura 22C). Los cambios anteriormente 
descritos correlacionan con las diferencias observadas en la respuesta quimiotactica para 
estas células. 
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Figura 22. Resultados por RT-PCR en tiempo real para la expresión relativa del gen 
de CXCL12 (A), CXCR4 (B) Y CXCR7 (C) en esplenocitos de ratones. Los resultados 
son expresados como cuantificación relativa a la expresión del gen casero GAPDH 
en unidades arbitrarias. Los valores se expresan como la media + SEM para n=6.  
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Por otra parte, en timocitos el patrón de expresión del sistema CXCR4/CXCL12/CXCR7 
mostró varios cambios significativos (Figura 23). En primer lugar, la transcripción de la 
quimioquina CXCL12 se encontró regulada negativamente por la desnutrición y 
estimulada por la combinación simultánea de desnutrición e infección, aunque sus 
niveles no fueron diferentes a los del grupo control bien nutrido (12). No se observaron 
cambios por la infección en estos últimos (Figura 23A).  El receptor CXCR4 resultó 
sobreexpresado en timocitos de animales bien nutridos e infectados, sin cambios en los 
otros grupos experimentales (Figura 23B). Por último, la transcripción del receptor 
CXCR7 se encontró  significativamente disminuída en las demás condiciones 
experimentales en comparación con el grupo control sano (12) (Figura 23C). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23. Resultados por RT-PCR en tiempo real para la expresión relativa del gen 
de CXCL12 (A), CXCR4 (B) Y CXCR7 (C) en timocitos de ratones. Los resultados 
son expresados como cuantificación relativa a la expresión del gen casero GAPDH 
en unidades arbitrarias. Los valores se expresan como la media + SEM para n=6.  
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6.10.5. Expresión del sistema CCR1/CCL3  
La quimioquina CCL3 ha sido reconocida como un importante mediador en la migración 
de linfocitos, especialmente CD8+ y B, a sitios de inflamación e infección. (Menten et al., 
2002). Específicamente se ha encontrado expresada en bazo e hígado de ratones 
infectados con L. monocytogenes en donde modula la migración de linfocitos T CD8+ a 
los sitios de infección. (Rossi and Zlotnik 2000) (Cook, Smithies et al. 1999). 
 
Los resultados de los análisis por PCR en tiempo real para la expresión del eje 
CCR1/CCL3 en esplenocitos mostró la sobreexpresión del ligando (Figura 24A) y del 
receptor (Figura 24B) en el bazo de los animales sometidos, de forma independiente, a 
restricción proteica (12 vs. 4) ó a infección (12 vs. 12I). Sin embargo, en el grupo de 
animales sometidos simultáneamente las dos condiciones (4I) los niveles de transcritos 
fueron inferiores (Figura 24A y 24B).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24. Resultados por RT-PCR en tiempo real para la expresión relativa del gen 
de CCL3 (A) y CCR1 (B) en esplenocitos de ratones. Los resultados son 
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expresados como cuantificación relativa a la expresión del gen casero GAPDH en 
unidades arbitrarias. Los valores se expresan como la media + SEM para n=6.  
 
En timocitos, el ligando CCL3 se encontró sobreexpresado por efecto de la infección en 
los animales bien nutridos (12 vs. 12I), y no se observaron cambios apreciables en los 
demás grupos experimentales (Figura 25A). Por el contrario, la expresión del receptor 
CCR1 se encontró disminuída por la restricción proteica (12 vs. 4), pero la combinación 
con infección la elevó significativamente (4 vs. 4I) (Figura 25B).   
 
 
 
 
 
 
     
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25. Resultados por RT-PCR en tiempo real para la expresión relativa del gen 
de CCL3 (A) y CCR1 (B) en timocitos de ratones. Los resultados son expresados 
como cuantificación relativa a la expresión del gen casero GAPDH en unidades 
arbitrarias. Los valores se expresan como la media + SEM para n=6.  
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6.10.6. Expresión de L-selectina en esplenocitos y timocitos de 
ratones sometidos a desnutrición e infectados con L. 
monocytogenes. 
Uno de los eventos iniciales en la extravasación de células linfoides hacia sitios de 
inflamación o infección en respuesta a estímulos quimiotacticos, es la adherencia al 
endotelio por interacción con moléculas de adhesión como L-selectina. Esta molécula 
también tiene una función clave en procesos fisiológicos como el ¨rolling¨ de linfocitos,  
fenómeno que se presenta como parte de su función de vigilancia. Adicionalmente, la 
disminución en la expresión de L-selectina es un indicativo de la activación de células T 
CD8+. Por tal razón, resulta interesante observar los niveles de expresión de este gen en 
respuesta a las distintas condiciones experimentales y examinar su posible relación con 
los agentes quimiotácticos y receptores anteriormente evaluados.  
El análisis de los transcritos del gen de L-selectina en esplenocitos mostró un incremento 
en el grupo con restricción proteica y disminución por la infección (Figura 26). Sin 
embargo, cuando se dan las dos condiciones simultáneamente, los niveles de mRNA 
permanecieron sin cambio respecto del grupo 4 (Figura 26). 
En timocitos se observó una regulación opuesta por la desnutrición con reducción 
significativa de los transcritos y su sobreexpresión cuando los animales desnutridos 
recibieron el reto con el patógeno (Figura 27). No obstante, el comportamiento de las 
cálulas correspondientes a los animales bien nutridos, al recibir el patógeno (12I), es 
similar al observado en bazo (disminución en la expresión de L-selectina). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 26. Resultados por RT-PCR en tiempo real para la expresión relativa del gen 
de L-selectina en esplenocitos de ratones. Los resultados son expresados como 
cuantificación relativa a la expresión del gen casero GAPDH en unidades 
arbitrarias. Los valores se expresan como la media + SEM para n=6.  
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Figura 27. Resultados por RT-PCR en tiempo real para la expresión relativa del gen 
de L-selectina en timocitos de ratones. Los resultados son expresados como 
cuantificación relativa a la expresión del gen casero GAPDH en unidades 
arbitrarias. Los valores se expresan como la media + SEM para n=6.  
Un resumen de los resultados anteriores se muestra en la figura 28. En conclusión, los 
cambios observados en los perfiles de transcripción de los diferentes genes de 
quimioquinas y sus receptores, muestran una regulación diferencial de la nutrición y la 
infección y además, una especificidad de órgano, al menos en lo que se refiere a timo y 
bazo. Por lo tanto, y considerando su papel crucial en migración celular pueden ayudar a 
entender los cambios observados en los ensayos funcionales de quimiotaxis. En este 
estudio se encontró evidencia experimental para poder postular el papel del IGF-I y su 
receptor en la inducción de la quimiotaxis de células linfoides, tanto fisiológica como 
patológicamente reforzando de este modo su papel en la respuesta inmune.  
 
Figura 28. Cambios globales observados a nivel de la expresión de genes 
relacionados con quimiotaxis y migración celular evaluada por PCR en tiempo real. 
Donde son mostradas las flechas, corresponde a cambios que fueron 
estadísticamente significativos. El color de la flecha indica respecto de que grupo 
se da el cambio.  
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6.11. Análisis Proteómico 
La proteómica es una herramienta actual muy valiosa que permite explorar múltiples 
proteínas al mismo tiempo en un tejido o línea celular y comparar los cambios resultantes 
al aplicar diferentes tratamientos. Dentro de las técnicas proteómicas disponibles, la 
electroforesis bidimensional es uno de los métodos capaces de resolver simultáneamente 
varios miles de proteínas incluyendo variantes producidas por modificaciones co- o post-
traduccionales tales como fosforilación, glicosilación y sulfatación. Son muy escasos los 
reportes existentes en la literatura donde se comparen los mapas proteómicos de 
órgamos linfoides bajo diferentes condiciones de estrés, por lo tanto los resultados de 
este trabajo son un aporte importante en este aspecto.  
 
6.11.1. Análisis por Electroforesis Bidimensional de la expresión 
diferencial de proteínas en esplenocitos de ratones sometidos a 
desnutrición 
 
Un primer paso fue la búsqueda de las mejores condiciones para la extracción, 
solubilización e isoelectroenfoque de las proteínas lo cual se realizó en tiras IPG de 7 cm 
en gradiente de pH 3-10. Se consideró que el resultado fue óptimo cuando lograron 
resolverse la mayor cantidad de proteínas posibles a lo largo y ancho del gel, con una 
mínima presencia de líneas verticales u horizontales que pudieran interferir con el 
análisis de las imágenes. El análisis e identificación de las proteínas se realizó en geles 
de gran formato empleando tiras IPG de 18 cm en gradiente de pH 3-10 no lineal.  
 
La figura 29 muestra los geles de 2D-PAGE obtenidos para los extractos totales de 
proteínas de bazo de ratones alimentados con las dietas de 12% o 4% de proteína. A 
partir de 500 μg de proteína se alcanzaron a detectar en promedio 400 ¨spots¨ por gel 
(Figura 29), con una distribución principalmente en un pI entre 4.0 y 8.0  y masas 
moleculares en un rango entre 10 kDa y 125 kDa, con la mayoría de los ¨spots¨ de 
proteínas (80%) localizados sobre los 25 kDa. A partir de las imágenes originales de 2D-
PAGE se seleccionó un área libre de distorsión, que presentaba mejor resolución, para 
llevar a cabo un análisis cualitativo de los proteomas obtenidos.  
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Figura 29.  Imágenes originales del análisis por electroforesis bidimensional para 
esplenocitos de ratones 4 (A) y 12 (B). 2D-PAGE fue realizada a partir de 500 g de 
proteína en tiras de 18 cm de rango de pH no lineal de 3-10, la segunda dimensión 
fue corrida sobre geles de poliacrilamida al 12%.  Las proteínas en el gel fueron 
detectadas por tinción con Azul de Coomassie Coloidal. El perfil proteico en los 
geles fue analizado usando el programa PDQuest Advanced v. 8.0.1. 
 
Las imágenes fueron alineadas y recortadas según el área elegida. La detección de 
¨spots¨ y el apareamiento inicial de las imágenes se llevó a cabo usando la herramienta 
“Spot Detection Wizard”; el gel del grupo del 4% en proteína fue utilizado como base para 
la construcción del Master (imagen con superposición de los dos geles) (Figura 30). Se 
añadieron automáticamente ¨spots¨ no apareados del gel del 12% en proteína al Master. 
Luego, se realizó una revisión ocular para descartar falsos ¨spots¨ debido a ruido, 
combinar ¨spots¨ grandes sobre-detectados, separar ¨spots¨ cercanos resueltos y añadir 
¨spots¨ visibles que el algoritmo no hubiera detectado.   
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Figura 30. Construcción del Master (superposición de imágenes) (A) a partir del 
área seleccionada para las imágenes de 2D-PAGE de esplenocitos 4 (B) y 12 (C). 
Para la detección de ¨spots¨ y la superposición de imágenes se uso la herramienta 
spot detection wizard del programa PDQuest Advanced v. 8.0.1. 
 
Durante el análisis se compararon los volúmenes relativos de cada punto de proteína 
entre los geles de los proteomas de las dos condiciones, y se determinaron las proteínas 
que se expresaban de manera diferencial. Para la determinación de la sobreexpresión de 
proteínas, se emplearon las medidas de superposición incluidas en el software, las 
cuales permiten cuantificar la diferencia de expresión de proteínas entre dos condiciones 
biológicas. De esta forma se determinaron 290 ¨spots¨ comunes a las dos condiciones (4 
y 12). En la figura 31 se muestran los ¨spots¨ comunes como cruces verdes, y las cruces 
rojas indican los que no fueron apareados entre los geles y que por tanto pueden 
significar proteínas diferencialmente expresadas. 
 
Al comparar el gel del grupo del 4 contra el Master, se encuentran 51 ¨spots¨ sin 
correspondencia que corresponden a ¨spots¨ presentes únicamente en el gel del  grupo 
del 12  (Figura 32). A su vez, cuando se compara el gel del 12% con el Master se 
encuentran 130 ¨spots¨ sin aparear que corresponden a ¨spots¨ presentes únicamente en 
el gel del 4% (Figura 33). Dichos “spots” podrían corresponder a proteínas 
diferencialmente expresadas en cada grupo (Figura 34).  
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Figura 31. Detección de ¨spots¨ comunes entre los proteomas totales de 
esplenocitos de ratón, determinados por 2D-PAGE, correspondientes a la 
superposición de los geles ó Master (A) y a los grupos 4 (B) y 12(C) de forma 
individual.  Las cruces verdes indican ¨spots¨ y proteínas comunes a los dos 
tratamientos y las rojas corresponden a proteínas que podrían estar 
diferencialmente expresadas. 
          A        B 
 
Figura 32. Comparación de ¨spots¨ del Master (A) con el grupo 4 (B). Los óvalos 
rojos (51 en total) en Master corresponden a ¨spots¨ sin correspondencia y por lo 
tanto a proteínas presentes solo en el grupo 12. La detection fue realizada con el 
programa PDQuest Advanced v. 8.0.1. 
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Figura 33. Comparación de ¨spots¨ del Master (A) con el grupo 12 (B). Los óvalos 
rojos (130 en total) en Master corresponden a ¨spots¨ sin correspondencia y por lo 
tanto a proteínas presentes solo en el grupo 4. La detection fue realizada con el 
programa PDQuest Advanced v. 8.0.1. 
 
Mediante el diagrama de Venn de las proteínas totales obtenidas del bazo de ratones en 
los dos regímenes nutricionales (Figura 34) se encuentra que 290 proteínas (61,6 %) son 
comunes a las dos condiciones experimentales, en tanto que 130 proteínas (27,6 %) se 
encontraron expresadas de forma exclusiva en el grupo experimental del 4% y 51 
proteínas (10,8 %) lo fueron en el grupo del 12%.   
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Figura 34. Diagrama de Venn de las proteínas totales expresadas en bazo de 
ratones alimentados con dietas de 12 % y 4% de proteína. ¨spots¨ comunes (290) y 
sin correspondencia en cada grupo (51 en 12 y 130 en 4) que pueden corresponder 
a proteínas diferencialmente expresadas. 
6.11.2. Proteínas identificadas en fracciones de esplenocitos y 
timocitos de ratones sometidos a desnutrición e infección 
usando el abordaje proteómico de “shotgun” 
Para la identificación de las proteínas presentes en cada condición experimental y 
detectar aquellas diferencialmente expresadas, se empleó un abordaje “shotgun” a partir 
de extractos proteicos totales analizados por cromatografia líquida seguida de 
espectrometria de masas LC-MS/MS y análisis bioinformático, como se describió en la 
sección de materiales y métodos.  
En las tablas 21 y 22 se relacionan las proteínas identificadas en timo y bazo de ratones 
de cada condición experimental, indicando su número de identificación de la base de 
datos del NCBI (a menos que se especifique algo diferente):  
 
Tabla 21. Proteínas identificadas en timo de ratones  
 
CODIGO NOMBRE 
 
I – GRUPO DEL 12%: 49 proteínas identificadas  
 
 
 gi|191765 alpha-fetoprotein
 gi|556310 spermatid-specific
 gi|7106439 tubulin, beta 5 [Mus musculus]
 gi|7418097
7 
unnamed protein product [Mus musculus] 
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 gi|1296361
5 
tubulin, beta 3 [Mus musculus] 
 gi|2635419
4 
unnamed protein product [Mus musculus] 
 gi|7414291
9 
unnamed protein product [Mus musculus] 
 gi|1338462
0 
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K [Mus musculus] 
 gi|6679439 peptidylprolyl isomerase A [Mus musculus]
 gi|49868 put. beta-actin (aa 27-375) [Mus musculus]
 gi|3042525
0 
actin, beta-like 2 [Mus musculus] 
 gi|1286060
3 
unnamed protein product [Mus musculus] 
 gi|1952704
8 
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F [Mus musculus] 
 gi|1094692
8 
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H1 [Mus musculus] 
 gi|123681 RecName: Full=Heat shock protein HSP 90-beta; AltName: Full=HSP 84; AltName: Full=Tumor-specific tr 
 gi|6754254 heat shock protein 1, alpha [Mus musculus]
 gi|7419240
5 
unnamed protein product [Mus musculus] 
 gi|52869 unnamed protein product [Mus musculus]
 gi|51304 unnamed protein product [Mus musculus]
 gi|1338599
8 
TNF receptor-associated protein 1 [Mus musculus] 
 gi|2494630 RecName: Full=Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, testis-specific; AltName: Full=Spermatogeni 
 gi|5902663 elongation factor 1-beta homolog [Mus musculus]
 gi|1763275 acidic nuclear phosphoprotein pp32 [Mus musculus] 
 gi|3474033
5 
tubulin, alpha 1B [Mus musculus] 
 gi|50442 contrapsin [Mus musculus]
 gi|1870003
2 
acidic (leucine-rich) nuclear phosphoprotein 32 family, 
member B [Mus musculus] 
 gi|2465310 DNA helicase II [Mus musculus]
 gi|1480112 HP1-BP74 protein [Mus musculus]
 gi|1343089
0 
histone cluster 1, H1e [Mus musculus] 
 gi|2495342 RecName: Full=Heat shock 70 kDa protein 4; AltName: Full=Heat shock 70-related protein APG-2 
 gi|122513 RecName: Full=Hemoglobin subunit beta-1; AltName: Full=Hemoglobin beta-1 chain; AltName: Full=Beta- 
 gi|1284717
1 
unnamed protein product [Mus musculus] 
 gi|508268 A+U-rich RNA-binding protein
 gi|2500527 RecName: Full=Probable ATP-dependent RNA helicase DDX5; AltName: Full=DEAD box protein 5; AltName: 
Capítulo 5 95
 
 gi|55291 unnamed protein product [Mus musculus]
 gi|1283885
8 
unnamed protein product [Mus musculus] 
 gi|91855 tubulin beta-1 chain – Mouse
 gi|1244305
00 
tubulin, beta 1 [Mus musculus] 
 gi|6679108 nucleophosmin 1 [Mus musculus]
 gi|1170155 RecName: Full=Histone H1.3; AltName: Full=H1 VAR.4; AltName: Full=H1d 
 gi|122513 RecName: Full=Hemoglobin subunit beta-1; AltName: Full=Hemoglobin beta-1 chain; AltName: Full=Beta- 
 gi|8394027 alpha isoform of regulatory subunit A, protein phosphatase 2 [Mus musculus] 
 gi|1797802
3 
nonmuscle heavy chain myosin II-A [Mus musculus] 
 gi|123681 RecName: Full=Heat shock protein HSP 90-beta; AltName: Full=HSP 84; AltName: Full=Tumor-specific tr 
 gi|229255 hemoglobin beta
 gi|131529 RecName: Full=Polypyrimidine tract-binding protein 1; Short=PTB; AltName: Full=Heterogeneous nuclea 
 gi|4895037 coronin-1 [Mus musculus]
 gi|1183933 haemoglobin beta-2 chain [Mus musculus]
 gi|2633338
9 
unnamed protein product [Mus musculus] 
  
 
II – GRUPO DEL 4%: 47 proteínas identificadas  
 
 gi|191765 alpha-fetoprotein [Mus musculus]
 gi|6718916
7 
myosin, heavy polypeptide 4, skeletal muscle [Mus 
musculus] 
 gi|7114315
2 
myosin, heavy polypeptide 8, skeletal muscle, perinatal 
Mus musculus] 
 gi|8252427
4 
myosin, heavy polypeptide 1, skeletal muscle, adult [Mus 
musculus] 
 gi|1486784
84 
mCG18462 [Mus musculus] 
 gi|5620625
0 
myosin, heavy polypeptide 2, skeletal muscle, adult [Mus 
musculus] 
 gi|49868  put. beta-actin (aa 27-375) [Mus musculus] 
 gi|7106439  tubulin, beta 5 [Mus musculus]
 gi|1885964
1 
 myosin, heavy polypeptide 7, cardiac muscle, beta [Mus 
musculus] 
 gi|123681 
 RecName: Full=Heat shock protein HSP 90-beta; AltName: 
Full=Heat shock 84 kDa; Short=HSP 84; Short=HSP84; 
AltName: Full=Tumor-specific transplantation 84 kDa 
antigen; Short=TSTA 
 gi|1286060
3 
 unnamed protein product [Mus musculus] 
 gi|3042525  actin, beta-like 2 [Mus musculus]
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0 
 gi|6754254  heat shock protein 1, alpha [Mus musculus]
 gi|2494630 
 RecName: Full=Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, 
testis-specific; AltName: Full=Spermatogenic 
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; AltName: 
Full=Spermatogenic cell-specific glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase 2; Short=GAPDH-2 
 gi|556310  spermatid-specific [Mus musculus]
 gi|1486784
78 
 mCG140437, isoform CRA_a [Mus musculus] 
 gi|3603113
2 
 ATPase, Ca++ transporting, fast twitch 1 [Mus musculus] 
 gi|1338599
8 
 TNF receptor-associated protein 1 precursor [Mus 
musculus] 
 gi|51304  unnamed protein product [Mus musculus]
 gi|7418097
7 
 unnamed protein product [Mus musculus] 
 gi|6679439  peptidylprolyl isomerase A [Mus musculus]
 gi|9845257  histone cluster 1, H1c [Mus musculus]
 gi|122513 
 RecName: Full=Hemoglobin subunit beta-1; AltName: 
Full=Hemoglobin beta-1 chain; AltName: Full=Beta-1-
globin; AltName: Full=Hemoglobin beta-major chain 
 gi|1335843  thymopoietin epsilon [Mus musculus]
 gi|1183933  haemoglobin beta-2 chain [Mus musculus]
 gi|1296361
5 
 tubulin, beta 3 [Mus musculus] 
 gi|2978901
6 
 fast skeletal myosin alkali light chain 1 isoform 1f 
[Mus musculus] 
 gi|50797  unnamed protein product [Mus musculus]
 gi|7949078  myosin light chain, phosphorylatable, fast skeletal muscle [Mus musculus] 
 gi|1343089
0 
 histone cluster 1, H1e [Mus musculus] 
 gi|1797802
3 
 nonmuscle heavy chain myosin II-A [Mus musculus] 
 gi|51304  unnamed protein product [Mus musculus]
 gi|2142689
3 
 histone cluster 1, H1b [Mus musculus] 
 gi|3474033
5 
 tubulin, alpha 1B [Mus musculus] 
 gi|2632869
3 
 unnamed protein product [Mus musculus] 
 gi|1952704
8 
 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F [Mus musculus] 
 gi|1870003
2 
 acidic (leucine-rich) nuclear phosphoprotein 32 family, 
member B [Mus musculus] 
 gi|1338462
0 
 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K [Mus musculus] 
 gi|6753494  coronin, actin binding protein 1B [Mus musculus] 
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 gi|2635419
4 
 unnamed protein product [Mus musculus] 
 gi|1094692
8 
 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H1 [Mus 
musculus] 
 gi|293689  lamin B [Mus musculus]
 gi|52869  unnamed protein product [Mus musculus]
 gi|6679108  nucleophosmin 1 [Mus musculus]
 gi|1825278
2 
 serpin peptidase inhibitor, clade C, member 1 precursor 
[Mus musculus] 
 gi|2465310  DNA helicase II [Mus musculus]
 gi|1763275  acidic nuclear phosphoprotein pp32 [Mus musculus] 
 
 
III – GRUPO DEL 12% E INFECTADO CON L. monocytoenes: 13 proteínas 
identificadas 
 
 gi|6718916
7 
 myosin, heavy polypeptide 4, skeletal muscle [Mus 
musculus] 
 gi|1486784
84 
 mCG18462 [Mus musculus] 
 gi|5620625
0 
 myosin, heavy polypeptide 2, skeletal muscle, adult [Mus 
musculus] 
 gi|8252427
4 
 myosin, heavy polypeptide 1, skeletal muscle, adult [Mus 
musculus] 
 gi|9845257  histone cluster 1, H1c [Mus musculus]
 gi|1244869
59 
 myosin, heavy polypeptide 13, skeletal muscle [Mus 
musculus] 
 gi|51311  unnamed protein product [Mus musculus]
 gi|2494630 
 RecName: Full=Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, 
testis-specific; AltName: Full=Spermatogenic 
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; AltName: 
Full=Spermatogenic cell-specific glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase 2; Short=GAPDH-2 
 gi|1537926
49 
 muscle embryonic myosin heavy chain 3 [Mus musculus] 
 gi|1343089
0 
 histone cluster 1, H1e [Mus musculus] 
 gi|1286060
3 
 unnamed protein product [Mus musculus] 
 gi|50165  unnamed protein product [Mus musculus]
 gi|3385980
9 
 fibrinogen beta chain precursor [Mus musculus] 
  
 
IV – GRUPO DEL 4% E INFECTADO CON L. monocytoenes : 5 proteínas 
identificadas 
 
gi|51311  unnamed protein product [Mus musculus]
gi|1284776
3     unnamed protein product [Mus musculus]   
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gi|4823775
5 glyceraldehyde-3-phosphate-dehydrogenase [Mus musculus]   
gi|2142682
3 histone H1.1 [Mus musculus] 
gi|50165   unnamed protein product [Mus musculus] 
 
Tabla 22. Identificación de proteínas en bazo 
 
CODIGO NOMBRE 
  
 
I – GRUPO DEL 12%: 8 proteínas identificadas 
  
 gi|191765  alpha-fetoprotein [Mus musculus]
 gi|51311  unnamed protein product [Mus musculus]
 gi|49864  alpha-actin (aa 40-375) [Mus musculus]
gi|50165  unnamed protein product [Mus musculus]
gi|122513  RecName: Full=Hemoglobin subunit beta-1; AltName: 
Full=Hemoglobin beta-1 chain; AltName: Full=Beta-1-
globin; AltName: Full=Hemoglobin beta-major chain 
gi|2494630  RecName: Full=Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, 
testis-specific; AltName: Full=Spermatogenic 
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; AltName: 
Full=Spermatogenic cell-specific glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase 2; Short=GAPDH-2 
gi|2634141
6 
 unnamed protein product [Mus musculus]
gi|556310  spermatid-specific [Mus musculus]
  
 
II – GRUPO DEL 4%: 39 proteínas identificadas 
  
 gi|191765  alpha-fetoprotein [Mus musculus]
 gi|67189167  myosin, heavy polypeptide 4, skeletal muscle [Mus musculus] 
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 gi|556310  spermatid-specific [Mus musculus]
 gi|49868  put. beta-actin (aa 27-375) [Mus musculus]
 gi|179780
23 
 nonmuscle heavy chain myosin II-A [Mus musculus] 
 gi|558903  unknown intracellular protein [Mus musculus] 
 gi|202229  beta-tubulin [Mus musculus]
 gi|335632
36 
 Rho, GDP dissociation inhibitor (GDI) beta [Mus 
musculus] 
 gi|675306
0 
 annexin A5 [Mus musculus] 
 gi|199765  moesin [Mus musculus]
 gi|55291  unnamed protein product [Mus musculus]
 gi|202210  alpha-tubulin isotype M-alpha-2 [Mus musculus] 
 gi|667910
8 
 nucleophosmin 1 [Mus musculus] 
 gi|128477
74 
 unnamed protein product [Mus musculus] 
 gi|667943
9 
 peptidylprolyl isomerase A [Mus musculus] 
 gi|53165  modifier 2 [Mus musculus]
 gi|182527
82 
 serpin peptidase inhibitor, clade C, member 1 precursor 
[Mus musculus] 
 gi|382575
60 
 RecName: Full=Filamin-A; Short=FLN-A; AltName: 
Full=Alpha-filamin; AltName: Full=Filamin-1; AltName: 
Full=Endothelial actin-binding protein; AltName: 
Full=Actin-binding protein 280; Short=ABP-280; AltName: 
Full=Non-muscle filamin 
 gi|249534
2 
 RecName: Full=Heat shock 70 kDa protein 4; AltName: 
Full=Heat shock 70-related protein APG-2 
 gi|489503
7 
 coronin-1 [Mus musculus] 
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 gi|195270
48 
 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F [Mus musculus] 
 gi|123681 
 RecName: Full=Heat shock protein HSP 90-beta; AltName: 
Full=Heat shock 84 kDa; Short=HSP 84; Short=HSP84; 
AltName: Full=Tumor-specific transplantation 84 kDa 
antigen; Short=TSTA 
 gi|133859
98 
 TNF receptor-associated protein 1 precursor [Mus 
musculus] 
 gi|176327
5 
 acidic nuclear phosphoprotein pp32 [Mus musculus] 
 gi|133846
20 
 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K [Mus musculus] 
 gi|667777
5 
 ribosomal protein L22 [Mus musculus] 
 gi|122513 
 RecName: Full=Hemoglobin subunit beta-1; AltName: 
Full=Hemoglobin beta-1 chain; AltName: Full=Beta-1-
globin; AltName: Full=Hemoglobin beta-major chain 
 gi|52869  unnamed protein product [Mus musculus]
 gi|642508
7 
 gamma actin-like protein [Mus musculus] 
 gi|202229  beta-tubulin [Mus musculus]
 gi|984525
7 
 histone cluster 1, H1c [Mus musculus] 
 gi|567230  myeloid secondary granule protein [Mus musculus] 
 gi|249463
0 
 RecName: Full=Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, 
testis-specific; AltName: Full=Spermatogenic 
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; AltName: 
Full=Spermatogenic cell-specific glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase 2; Short=GAPDH-2 
 gi|667943
9 
 peptidylprolyl isomerase A [Mus musculus] 
 gi|590266
3 
 elongation factor 1-beta homolog [Mus musculus] 
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 gi|134308
90 
 histone cluster 1, H1e [Mus musculus] 
 gi|128606
03 
 unnamed protein product [Mus musculus] 
 gi|128388
58 
 unnamed protein product [Mus musculus] 
 gi|198435  complement receptor C3 beta-subunit [Mus musculus] 
 gi|667910
8 
 nucleophosmin 1 [Mus musculus] 
  
 
III – GRUPO DEL 12% E INFECTADO CON L. monocytogenes: 4 proteínas 
identificadas 
gi|489503
7  Coronin-1A OS=Mus musculus GN=Coro1a PE=1 SV=5 
gi|214268
23  Histone H1.1 OS=Mus musculus GN=Hist1h1a PE=2 SV=2 
HBB1_MO
USE* 
 Hemoglobin subunit beta-1 OS=Mus musculus GN=Hbb-b1 PE=1 
SV=2 
H15_MOU
SE*  Histone H1.5 OS=Mus musculus GN=Hist1h1b PE=1 SV=2 
* Proteínas identificadas en la base de datos del Swiss-Prot.  
  
IV – GRUPO DEL 4% E INFECTADO CON L. monocytogenes: 3 proteínas 
identificadas 
 
 gi|50165  unnamed protein product [Mus musculus]
 gi|118393
3 
 haemoglobin beta-2 chain [Mus musculus] 
 gi|489503
7 
 coronin-1 [Mus musculus] 
 
Si bien los datos de identificación por espectrometría de masas son preliminares y dan 
cuenta de una descripción cualitativa de las proteínas más abundantes presentes en los 
extractos, se decidió hacer un análisis de las posibles funciones en las cuales estarían 
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involucradas las proteínas identificadas. Para tal efecto, los grupos de proteínas fueron 
categorizados de acuerdo con el proceso biólogico en el cual están involucradas, usando 
el programa STRAP (Bhatia et al., 2009) que usa los términos de ontología génica (GO, 
por Gene Ontology) para la clasificación funcional de las proteínas. Los resultados de 
esta clasificación se muestran en las figuras siguientes. 
 
 
 
Figura 35. Clasificación funcional de proteínas identificadas en los extractos de 
Timo 12.  
1. Procesos Celulares (26/33%); 2. Desarrollo (4/5%); 3. Sistema inmune (1/1%); 4. 
Interac-ción con otas células (3/4%); 5. Localización (5/6%); 6. Procesos 
metabólicos (2/3%); 7. Regu-lación (17/22%); 8. Repuesta a estímulos (4/5%); 9. 
Otros (17/22%). 
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Figura 36. Clasificación funcional de proteínas identificadas en los extractos de 
Timo 4.  
 
1. Procesos Celulares (18/27%); 2. Desarrollo (6/9%); 3. Sistema inmune (1/1%); 4. 
Interac-ción con otas células (4/6%); 5. Localización (5/7%); 6. Procesos 
metabólicos (1/1%); 7. Regu-lación (15/22%); 8. Repuesta a estímulos (2/3%); 9. 
Otros (15/22%). 
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Figura 37. Clasificación funcional de proteínas identificadas en los extractos de Timo 12I.  
1. Procesos Celulares (2/17%); 2. Desarrollo (1/8%); 6. Procesos metabólicos 
(1/8%); 7. Regu-lación (3/25%); 9. Otros (5/42%). 
 
 
Figura 38. Clasificación funcional de proteínas identificadas en los extractos de 
Timo 4I.  
1. Procesos Celulares (3/43%); 4. Interacción con otas células (1/14%); 6. Procesos 
metabólicos (1/14%); 9. Otros (2/29%). 
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Figura 39. Clasificación funcional de proteínas identificadas en los extractos de Bazo 12.  
1. Procesos Celulares (7/20%); 2. Desarrollo (3/9%); 4. Interacción con otas células 
(3/9%);   5. Localización (2/6%); 6. Procesos metabólicos (2/6%); 7. Regulación 
(7/20%); 8. Repuesta a estímulos (1/3%); 9. Otros (10/29%). 
 
Figura 40. Clasificación funcional de proteínas identificadas en los extractos de 
Bazo 4.  
1. Procesos Celulares (17/27%); 2. Desarrollo (4/6%); 3. Sistema inmune (1/2%); 4. 
Interac-ción con otas células (2/3%); 5. Localización (5/8%); 6. Procesos 
metabólicos (1/2%); 7. Regu-lación (16/25%); 8. Repuesta a estímulos (3/5%); 9. 
Otros (13/21%). 
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Figura 41. Clasificación funcional de proteínas identificadas en los extractos de Bazo 12I.  
1. Procesos Celulares (1/13%); 4. Interacción con otas células (1/13%); 5. 
Localización (1/13%); 7. Regulación (1/13%); 8. Repuesta a estímulos (1/13%); 9. 
Otros (3/37%). 
 
Figura 42. Clasificación funcional de proteínas identificadas en los extractos de 
Bazo 4I.  
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7. Discusión 
7.1. Cambios en el peso corporal, niveles de IGF-I y 
subpoblaciones linfoides en respuesta a la restricción en 
proteína y la infección 
En este estudio la condición experimental de desnutrición proteica hace referencia al 
consumo de una dieta con 4% de contenido de proteína, el cual se considera deficiente 
para satisfacer los requerimientos nutricionales en un modelo murino. Este nivel bajo de 
proteína dietaria ha sido empleado en varios estudios previos llevados a cabo en nuestro 
grupo de investigación (Naranjo, Yakar et al. 2002; Mejia and Sanchez 2004).  En estos 
estudios se ha demostrado que dentro de los cambios más importantes originados como 
consecuencia de la ingesta de una dieta de bajo contenido de proteína, al nivel del 4%, 
es la disminución en los niveles de IGF-I circulante. Adicionalmente se ha visto que existe 
una relación entre la disminución de proteína en la dieta, la disminución de IGF-I 
circulante y una disminución en el tamaño de órganos linfoides primarios y secundarios, 
además de cambios en la distribución de subpoblaciones linfoides (Mejía-Naranjo, Yakar 
et al. 2002). Estos cambios son similares a los observados en animales con 
silenciamiento específico del IGF-I hepático (LID) que resulta en una reducción del 75% 
en el IGF-I sérico (Mejía-Naranjo, Yakar et al. 2002). 
 
El modelo experimental de infección con L. monocytogenes ha aportado información 
valiosa sobre el papel de las citoquinas y quimioquinas en la respuesta inmune 
(Mackaness 1971). La respuesta en citoquinas a L. monocytogenes es 
predominantemente proinflamatoria de tipo 1, dentro de las cuales la producción de 
Interferón-γ es esencial para controlar la infección con patógenos intracelulares, como L. 
monocytogenes. La secreción de IFN-γ es muy rápida y las fuentes de la citoquina 
durante las fases tempranas de la infección incluyen células NK, macrófagos, DC y 
células T. En nuestro modelo de infección en ratones Balb/c se observó una elevación 
marcada en los niveles circulantes de IFN-γ al día 3 post-infección, confirmando la 
activación de la respuesta inmune. La deficiencia nutricional en proteína mostró una 
reducción en el IFN-γ endógeno que, aunque no fue significativa dada la gran variabilidad 
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biológica de los animales, sugiere en estos animales una alteración en la principal 
función listericida del IFN-γ, como es la activación de los macrófagos (Barsig, Flesch et 
al. 1998). Adicionalmente, los cambios globales observados en los tejidos analizados, 
timo y bazo, corroboraron el papel determinante de la nutrición en la respuesta de 
defensa contra la bacteria. 
Durante el período del ensayo se llevó a cabo un seguimiento del peso corporal de los 
animales. A partir de estos datos se pudo establecer que los animales alimentados con 
dieta del 4% tuvieron pérdidas de peso significativas con respecto a los animales 
alimentados con la del 12%, lo cual además sirve de control para establecer la condición 
de desnutrición. Además, este retardo en el crecimiento se hizo más agudo debido a la 
presencia del patógeno, pues la infección generó disminución en la ganancia de peso, en 
comparación con los animales sanos del mismo grupo dietario. Aunque esta pérdida no 
resultó significativa, muestra que el estado infeccioso ejerce un efecto deletéreo adicional 
al que ya está produciendo el déficit proteico, sobre el desarrollo corporal de los 
animales. Adicionalmente, la disminución en el peso de los órganos linfoides, con 
relación a la masa corporal, en los animales sometidos a desnutrición, es una de las 
evidencias más claras de que puede existir una función inmune alterada. En timo la 
desnutrición agudiza los efectos observados por la infección, pues la disminución en el 
peso de este órgano bajo las dos condiciones dietarias fue de más de la mitad en 
comparación con los animales control. En bazo, aunque la infección incrementó el 
tamaño de este órgano, tal como se esperaba por el aumento de la celularidad en 
respuesta al patógeno, en los animales con dieta deficiente en proteína dicho aumento 
fue menor dado que el déficit por si solo ya ejerce un efecto negativo sobre el desarrollo 
de este órgano. Teniendo en cuenta que una de las principales funciones del timo es el 
desarrollo y maduración de células T y que el bazo se encuentra críticamente involucrado 
en respuesta inmune, los cambios observados a nivel del desarrollo de estos órganos, 
por efecto del déficit proteíco y que se acompañan con la reducción en el IGF-I circulante, 
podrían estar directamente relacionados con la incrementada susceptibilidad a 
infecciones observada en individuos con carencias nutricionales.      
 
La restricción en la proteína dietaria originó una disminución en el nivel de IGF-I 
circulante, corroborándose la regulación nutricional del IGF-I. Los resultados de este 
estudio mostraron también una reducción en el IGF-I sérico a consecuencia de la 
infección, lo cual no ha sido descrito previamente y la combinación de desnutrición e 
infección condujo a un descenso aún mayor en los niveles séricos. Puesto que el hígado 
es uno de los primeros órganos donde se aloja la bacteria y éste es la principal fuente del 
IGF-I en la circulación, resulta plausible atribuir, al menos parcialmente, a una falla 
hepática  la reducción observada en las concentraciones séricas del péptido. A nivel local 
se observa en el bazo, un ajuste en los niveles de IGF-I que mantiene la concentración 
del péptido tanto por desnutrición, tal como se había observado en un estudio anterior 
(Naranjo, Yakar et al. 2002), como por infección, a pesar de los reducidos niveles en 
circulación. Sin embargo, se observa que la homeostasis en los niveles durante la 
desnutrición se pierde cuando hay infección, indicando esto que la regulación local en un 
estado infeccioso es dependiente del estado nutricional y que por lo tanto el papel 
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inmunoprotector, previamente postulado para el IGF-I producido localmente, debe ser 
revisado. 
Una característica interesante de la respuesta immune a L. monocytogenes es la gran 
respuesta por células T CD8+ (Pamer, Sijts et al. 1997). La habilidad de esta bacteria 
para escapar del fagosoma hacia el citoplasma de los macrófagos implica que los 
péptidos derivados de ella sean rápidamente presentados por las moléculas del complejo 
mayor de histocompatibilidad clase I, lo que a su vez conlleva a la presentación de éstos 
a los linfocitos T citotóxicos. De hecho, se ha descrito que las células T CD8+ son 
considerablemente más potentes que las células T CD4+ en el control de la infección por 
L. monocytogenes (Mombaerts, Arnoldi et al. 1993). Los resultados de este estudio a 
nivel de las distintas subpoblaciones de linfocitos T en condiciones de infección, pueden 
interpretarse como un incremento en la maduración de linfocitos T en timo orientada a la 
activación de la población de linfocitos T CD8+ y un posible mecanismo de migración, en 
esta misma población, hacia los sitios de infección a partir del bazo. Alternativamente, la 
reducción en la población de células T CD8+ en bazo se podría explicar por un ataque 
temprano del microorganismo sobre los linfocitos. La distribución relativa de las 
poblaciones en animales infectados, estaría indicando que este ataque se produce 
preferentemente hacia los linfocitos T CD8+. Esta afirmación está de acuerdo con 
algunos reportes que indican que L. monocytogenes puede desencadenar apoptosis en 
linfocitos al interior del bazo (Merrick, Edelson et al. 1997; Carrero, Calderon et al. 2006). 
 
Lo anterior es coherente con el modelo de infección de L. monocytogenes, en ratones, en 
el que se ha determinado que la activación de células T es requerida para la eliminación 
total de la bacteria. Las células T CD4+ y CD8+ especificas para Listeria son generadas 
rápidamente una vez se da la infección. Como consecuencia directa de la función 
efectora y reguladora de las células T, la eliminación total de la infección es típicamente 
observada dentro del séptimo al décimo día de infección (North and Conlan 1998; 
Schaible, Collins et al. 1999; Edelson and Unanue 2000).  
 
Los resultados de la distribución de la población de linfocitos B de bazo, no evidenciaron 
cambios en el porcentaje de estas células por efecto de la restricción proteica. Lo anterior 
concuerda con estudios previos en ratones normales y con silenciamiento específico del 
gen igf-1 hepático (LID) (Schaible, Collins et al. 1999; Naranjo, Yakar et al. 2002). 
Nuestros resultados mostraron que los animales infectados, independientemente de la 
dieta, presentan un aumento significativo en el porcentaje de linfocitos B. Esta 
observación resulta contradictoria con el modelo de infección de L. monocytogenes 
puesto que el principal mecanismo de control de la infección vendría dado por la 
inmunidad mediada por células. No obstante en estudios previos se ha reportado que, 
aunque el papel de la respuesta inmune humoral en el control de la infección con L. 
monocytogenes resulta controversial, existe evidencia de la presencia de altos títulos de 
110 Relación entre los niveles circulantes del factor de crecimiento similar a la insulina 
tipo I (IGF-I) y la  expresión diferencial de genes relacionados con migración en 
células linfoides
 
anticuerpos en suero (Bhunia 1997), contra Listeriolisina O (Berche, Reich et al. 1990; 
Baetz and Wesley 1995; Grenningloh, Darji et al. 1997), la cual promueve la ruptura de la 
membrana fagosomal y permite a la bacteria escapar hacia el ambiente citoplasmático 
rico en nutrientes, además de otros anticuerpos relacionados con factores de virulencia 
de este microorganismo (Peel, Donachie et al. 1988; Gentschev, Sokolovic et al. 1992; 
Grenningloh, Darji et al. 1997). La evidencia de estos estudios sugiere que las células B o 
los anticuerpos, directa o indirectamente, proveen una protección limitada pero efectiva 
contra la infección de L. monocytogenes.  
 
Edelson y colaboradores (Edelson, Cossart et al. 1999; Edelson and Unanue 2001) 
demostraron que la administración pasiva de un anticuerpo monoclonal contra LLO 
proveía resistencia contra la infección con Listeria en ratón. Incluso se ha reportado un 
papel de las células B en activación de células T, en infección con L. monocytogenes,  
independiente de producción de inmunoglobulinas o presentación de antígenos 
(Matsuzaki, Vordermeier et al. 1999). Adicionalmente un estudio más reciente demostró 
que L. monocytogenes puede infectar y eliminar células B como una posible estrategia 
para iniciar una infección exitosa (Menon, Shroyer et al. 2003). Estas observaciones son 
evidencia clara que los linfocitos B o sus productos secretados desempeñan roles 
significativos en el control de la infección por L. monocytogenes, por lo cual no se 
descarta que el aumento observado en la población de células B en este estudio, esté 
relacionado con una participación activa de estas células en respuesta a la infección. 
 
7.2. Quimiotaxis celular estimulada por IGF-I y CXCL12 
bajo condiciones de restricción en proteína e infección. 
 
Hasta el momento existen muchos reportes acerca de las alteraciones a nivel de 
migración debida a desnutrición (Landgraf, Martinez et al. 2005; Cavalcanti, Lotufo et al. 
2006; Landgraf, Tostes Rde et al. 2007) o la migración como parte de la respuesta 
inmune frente a un agente infeccioso (Moser, Wolf et al. 2004; Ebert, Schaerli et al. 2005; 
Ghosh, Preet et al. 2006; Pease and Williams 2006; Yoshinouchi, Naniwa et al. 2007), sin 
embargo, es muy poco lo que sabe acerca del efecto combinado de estos dos factores.  
 
Se encuentra bien documentado que el IGF-I puede actuar como agente quimiotáctico 
(Jones, Doerr et al. 1995; Bayes-Genis, Schwartz et al. 2003; Duan 2003; Hsieh 2003; 
Fiedler, Brill et al. 2006), función que clásicamente se ha atribuído a quimioquinas del tipo 
CCL y CXCL en el contexto de vigilancia inmunológica y respuesta inmune. 
Recientemente se ha reportado la interacción de IGF-I con algunas quimioquinas y sus 
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receptores, tanto en condiciones fisiológicas como patológicas, entre las que se 
encuentran CXCL12 y CXCR4, moléculas ampliamente distribuidas en células del 
sistema inmune y especialmente en linfocitos (Mira, Lacalle et al. 2001 ; Akekawatchai 
2005; Mourkioti and Rosenthal 2005; Li, Yu et al. 2007). Sin embargo, existen muy pocos 
estudios que demuestren las acciones quimiotácticas del IGF-I sobre células linfoides 
provenientes de bazo y timo (Guvakova 2007 ). En este trabajo se demuestra el papel del 
IGF-I como agente quimiotáctico en este tipo de células, con lo cual se evidencia que el 
IGF-I podría ser importante para el reclutamiento de células del sistema inmune y 
específicamente de linfocitos. Por lo tanto, la carencia de este péptido en circulación, 
podría estar causando alteraciones a nivel del reclutamiento de células del sistema 
inmune, tanto a sitios de desarrollo y maduración como en el curso de una infección, lo 
cual puede comprometer la respuesta inmune frente a un patógeno. 
 
Aunque la función de CXCL12 como inductor de la migración a nivel de linfocitos, tanto 
periféricos como en órganos linfoides, se encuentra bien documentada (Broxmeyer 
2008), es la primera vez que se muestra el efecto del déficit proteico sobre la migración 
dirigida por esta quimioquina y su impacto al presentarse un reto con un agente 
infeccioso.  
 
El bazo es un órgano linfoide secundario que tiene como funciones principales la 
activación de la inmunidad celular y humoral. La migración de esplenocitos al interior de 
los compartimentos del órgano y la salida de células activadas hacia el torrente 
sanguíneo son procesos claves en la respuesta inmune (Mebius and Kraal 2005; Mueller 
and Germain 2009). De acuerdo a lo anterior, la migración de esplenocitos, tanto al 
interior del órgano como al exterior de éste, resulta crítica para el desarrollo de una 
respuesta inmune adecuada. El presente estudio demostró que en esplenocitos, la 
restricción proteica origina fallas a nivel de la migración, tanto basal como estimulada por 
quimioatrayentes, luego de la activación de la respuesta inmune por un patógeno 
intracelular. Aunque en todos los casos la infección estimula el comportamiento 
migratorio, en células provenientes de animales alimentados con la dieta normal, el 
efecto de este estímulo no es observado en las células de los animales bajo restricción 
en proteína. Las células de los animales sometidos a las dos condiciones de estrés 
(desnutrición e infección) no son capaces de incrementar su actividad migratoria en la 
medida que lo hacen las células provenientes de dieta normal probablemente debido a 
que el estado infeccioso ocasiona nuevos ajustes sobre la expresión de receptores ó 
moléculas involucradas en vías de señalización, relacionadas con motilidad, que junto 
con el desbalance previamente originado por la desnutrición hacen que estas células no 
puedan responder adecuadamente al estímulo quimiotáctico. 
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Los hallazgos anteriores apoyan la existencia de una asociación entre los niveles de IGF-
I circulante y la quimiotaxis celular de esplenocitos, la cual puede tener implicaciones 
importantes al hacer frente a un reto inmunológico, ya que la respuesta a agentes 
quimiotácticos, por parte de las células de bazo, es un componente crítico de la función 
inmune (Mueller and Germain 2009). 
 
Resulta interesante observar que el comportamiento migratorio en respuesta a IGF-I 
sigue el mismo patrón mostrado por la respuesta a CXCL12, lo cual podría evidenciar 
una relación, probablemente a nivel de señalización de estos dos sistemas, de forma 
similar a como se ha visto en otros modelos celulares en donde el IGF-I induce la 
migración por un mecanismo de transactivación de los receptores de CXCL12 
(Akekawatchai 2005). 
 
El timo es un órgano linfoide primario en el cual los precursores de células T, derivados 
de médula ósea, llevan a cabo su diferenciación, dirigiendo en última instancia, la 
migración de los timocitos seleccionados positivamente a las áreas dependientes de 
células T de órganos linfoides periféricos  (Smaniotto, Mello-Coelho et al.  2005). Desde 
la entrada de los precursores de células T al timo hasta su salida como células maduras, 
un gran cuerpo de interacciones promueve el complejo proceso de diferenciación que se 
produce cuando las células migran dentro de los lóbulos del timo. Este proceso implica la 
expresión secuencial de diversas proteínas y receptores de células T. La mayoría de los 
timocitos inmaduros, incluidos los que llevan el fenotipo CD4¯ CD8¯ y CD4+ CD8+, se 
encuentran corticalmente, mientras que las células maduras (que normalmente se 
alojarán en órganos linfoides periféricos) CD4+ CD8¯ y CD4¯ CD8+ se encuentran en la 
zona medular. De esta forma, la migración celular es un acontecimiento crucial para la 
diferenciación de células T intratímicamente.  
 
Los resultados obtenidos en los ensayos de quimiotaxis a nivel de timo, mostraron que la 
capacidad migratoria de las células en respuesta a los estímulos con CXCL12 o IGF-I, es 
comparativamente mayor en el grupo alimentado con la dieta de bajo contenido de 
proteína. Se ha demostrado que la deficiencia proteica en el modelo murino origina un 
incremento en los niveles séricos de GH (Mejía-Naranjo, Yakar et al. 2002), lo que podría 
estar asociado con el  incremento observado en la migración dirigida por CXCL12, ya que 
recientemente se ha descrito que la migración de timocitos, estimulada por CXCL12, está 
incrementada en animales transgénicos para GH ó a los cuales se les ha suministrado 
GH intratímicamente (Smaniotto, Mello-Coelho et al.  2005).  
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Resulta interesante observar que se pierde el efecto de quimioatracción en los timocitos 
de los animales infectados, incluso es posible observar un efecto inhibitorio ó 
quimiorepelente a nivel de las células de los animales que recibieron la dieta normal. La 
salida de las células maduras del timo hacia órganos linfoides periféricos es un evento 
importante en el proceso de maduración celular y el mantenimiento de la función inmune, 
adicionalmente se ha demostrado que una acción quimiorepelente del eje 
CXCL12/CXCR4 es importante para el egreso de estas células del timo  (Vianello, Kraft 
et al. 2005). Con base en lo anterior se podría postular un papel similar para la acción del 
IGF-I en los timocitos de los animales sometidos al patógeno.  
 
7.3. Expresión en membrana de CXCR4 
Aunque la producción y el papel de la quimioquina CXCL12 ha sido muy poco estudiada 
en infección con L. monocytogenes, se ha descrito su importancia en hematopoyesis, 
vigilancia inmunológica y respuesta inmune. En este estudio se investigó la expresión de 
su receptor de membrana CXCR4 en las distintas poblaciones linfocitarias analizadas. Se 
encontró en primer lugar, una expresión más abundante del receptor en timocitos, en 
comparación con esplenocitos, sin efecto aparente por la nutrición. En contraste, la 
infección con L. monocytogenes indujo cambios diferenciales en su expresión. El 
porcentaje de linfocitos maduros de timo positivos para CXCR4 se redujo de manera 
sustancial, lo que resulta contradictorio si se tienen en cuenta estudios anteriores que 
muestran la importancia de las células T CD8+ en la respuesta a L. monocytogenes. Sin 
embargo, aunque los fenómenos de migración celular y quimiotaxis son críticos dentro de 
la función inmune (Baggiolini 1998; Franz, Jones et al. 2002) y se espera una alta 
expresión de receptores de quimioquina a nivel de estas células, la extensa variedad de 
quimioquinas y sus receptores (Baggiolini 1998; Pease and Williams 2006) hacen que, 
dependiendo de la naturaleza de la célula y el tipo de infección, se exprese 
preferencialmente solo algún tipo de receptor específico (Pease and Williams 2006). Es 
así como la quimioquina conocida como proteína inflamatoria de macrófago 1  (MIP-1) 
ó CCL3, producida en hígado (Barsig, Flesch et al. 1998) y en bazo (Rossi and Zlotnik 
2000) de ratones infectados con L. monocytogenes presenta un máximo de activación 
que coincide con el máximo de activación de las células T. Sobre la base de un ensayo 
de transferencia adoptiva (Cook, Smithies et al. 1999) se postuló un papel de protección 
para MIP-1 derivada de células T CD8+. Además mediante ensayos con ratones 
knockout se ha llegado a establecer que MIP-1 está involucrada en el “homing” de las 
células T CD8+ a los sitios de infección (Cook, Smithies et al. 1999). Por esta razón es 
importante investigar el papel del receptor CCR1 a través del cual ejerce sus efectos 
MIP-1 (Pease and Williams 2006).  
Los resultados mostraron que los efectos sobre la expresión del receptor CXCR4, en 
esplenocitos, son evidentes en la infección con L. monocytogenes. En este contexto, 
pareciera que las células T CD4+ del bazo tienen un papel importante a juzgar por el 
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incremento marcado en la proporción de las mismas que expresan CXCR4 en su 
superficie. La población de células B positivas para CXCR4 no mostró ningún cambio 
entre los distintas condiciones evaluadas, probablemente debido a que su migración, una 
vez en el bazo, podría no revestir mayor importancia a nivel de la respuesta inmune 
frente a L. monocytogenes. 
 
7.4. Expresión de genes relacionados con Quimiotaxis 
7.4.1. IGF-I y el receptor IGF-IR en células linfoides 
En este estudio se corroboró un hallazgo anterior que muestra el papel del eje GH/IGF-I 
en la homeostasis de órganos linfoides. A pesar de las condiciones de estrés inducidas 
por la deficiencia en proteína, los niveles de mRNA de IGF-I en bazo se conservaron y al 
mismo tiempo, la expresión del receptor IGF-IR se incrementó con el fin de responder a 
los bajos niveles circulantes de IGF-I como resultado de la estimulación del eje hormonal 
para mejorar la biodisponibilidad del IGF-I. 
 
En este estudio se reportan por primera vez los cambios generados en la expresión del 
IGF-I e IGF-IR en respuesta a la infección con L monocytogenes. El reto inmunológico 
con un agente intracelular resultó en incrementos en los niveles de mRNA de IGF-I y 
disminución en los del IGF-IR en esplenocitos de ratones alimentados con los dos niveles 
de proteína; lo anterior sugiere que estos cambios transcripcionales pueden ser una 
respuesta secundaria a los bajos niveles circulantes de IGF-I. Por otra parte, se sabe que 
el IGF-I puede ser regulado por citoquinas pro-inflamatorias (Kelley, Weigent et al. 2007), 
que se expresan rápidamente luego de la infección con L monocytogenes (Havell 1989; 
Kaufmann, Emoto et al. 1997). En contraste, el timo parece tener una regulación más 
directa por la nutrición y el estado de infección, ya que los niveles de mRNA de IGF-IR, 
se incrementaron como mecanismo para responder a los niveles locales aumentados del 
IGF-I.   
 
Otra observación importante fue la falta de correlación entre los niveles de expresión de 
IGF-IR y la quimiotaxis celular estimulada por IGF-I bajo algunas condiciones para los 
dos tejidos linfoides estudiados. Lo anterior sugiere que el IGF-I puede estimular 
migración fisiológicamente activando su propio receptor IGF-IR, mientras que en 
condiciones patológicas, podría hacerlo a través de interacción con otros receptores del 
sistema IGF, además de IGF-IR, o mediante la transactivación de receptores de 
quimioquinas o de integrinas, como se ha descrito en estudios en  células de cáncer 
cervical (Shen, Hsu et al. 2006). 
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Este modelo particular usado para el estudio del  IGF-I/IGF-IR en tejidos linfoides hace 
novedosa está investigación por cuanto evidencia defectos, debido a restricción 
nutricional, en la expresión de componentes moleculares del sistema endocrino, cuando 
se presenta un reto inmunológico, que podría estar comprometiendo no solo el desarrollo 
y diferenciación de células del sistema inmune, sino la respuesta inmune frente a 
patógenos.  
 
7.4.2. Genes relacionados con migración y quimiotaxis en células 
linfoides 
Existe evidencia que indica que deficiencias hormonales originan cambios en algunos 
parámetros inmunes (Dorshkind and Horseman 2000; Foster, Jensen et al. 2000) y 
específicamente en movilización leucocitaria (Welniak, Karas et al. 2004; Landgraf, 
Martinez et al. 2005; Cavalcanti, Lotufo et al. 2006; Landgraf, Tostes Rde et al. 2007).  
 
Es muy poco lo que se conoce acerca de la regulación del movimiento de esplenocitos y 
timocitos entre sus compartimentos y de los factores que controlan las interacciones 
celulares locales dentro de los subcompartimentos. Sin embargo, se sabe que la 
expresión de quimioquinas y sus receptores tienen un impacto profundo sobre la 
eficiencia en la selección positiva y negativa de timocitos y sobre el egreso de 
esplenocitos hacia la circulación (Moser, Wolf et al. 2004; Ebert, Schaerli et al. 2005).  
 
Los cambios observados en los perfiles de expresión de los distintos genes analizados 
en el presente estudio podrían tener un efecto directo sobre la función inmune. Se 
encontró que la deficiencia de IGF-I circulante, como resultado del déficit proteico, puede 
tener implicaciones a nivel de la expresión de algunas quimioquinas y sus receptores. Se 
investigó la expresión de componentes involucrados en migración a distintos niveles: un 
eje homeostático (CXCR4/CXCL12/CXCR7, implicado en hematopoyesis y homeostasis 
de leucocitos), un eje inflamatorio (CCL3/CCR1, involucrado en inmunidad innata y 
adaptativa) y una molécula de adhesión (L-selectina, importante en la extravasación 
hacia sitios de infección).  
 
El análisis de los niveles de mRNA de la mayoría de los genes estudiados mostró 
cambios más apreciables en bazo que en timo, corroborando como ya se ha mencionado 
anteriormente, la alta sensibilidad de este órgano a la disponibilidad de nutrientes. Las 
mediciones a los 3 días post-infección mostraron en general un incremento en la 
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transcripción de los genes investigados en respuesta a la nutrición y la infección; esta 
respuesta parece depender de un nivel adecuado de proteína ya que los esplenocitos de 
animales desnutridos e infectados mostraron niveles reducidos de transcritos, sugiriendo 
la importancia de la disponibilidad de nutrientes en la quimiotaxis frente a un reto con un 
agente patógeno.  
 
Se esperaba que la quimioquina CXCL12 fuera uno de los componentes regulados en 
bazo, sin embargo no presentó cambios bajo las condiciones experimentales. Esto 
demostraría que las fallas observadas, in vitro, a nivel de la migración dirigida por esta 
quimioquina podrían realmente estarse presentando in vivo dado que en todos los casos 
las células estarían expuestas a los mismos niveles de CXCL12. En timocitos, aunque la 
expresión de CXCL12 disminuyó como consecuencia de la carencia de IGF-I sérico, su 
expresión se conservó bajo las condicones de la infección. 
 
La unión de CXCL12 a su receptor media importantes procesos en el sistema inmune, 
incluidos la proliferación de células B, migración en tejidos linfoides, ¨homing¨ o tráfico y 
retención de leucocitos, quimioatracción de células T inmaduras y de memoria y de 
monolitos (Liu and Dorovini-Zis 2009). El perfil de expresión del receptor de quimioquina 
CXCR4 en esplenocitos, muestra el mismo comportamiento observado para la expresión 
de IGF-IR en estas células, lo cual refuerza la premisa de una interacción entre estos dos 
receptores en la inducción de la migración celular estimulada por sus ligándos. El 
aumento en la expresión de este gen, en las células del grupo restringido 
nutricionalmente, correlaciona con el aumento en la actividad quimiotáctica observada 
para estas células, sin embargo, la expresión del receptor disminuye cuando se presenta 
la condición de infección en los animales con dieta normal, lo cual no correlacionaría con 
el aumento de la actividad quimiotactica observada en estas células. Asumiendo que la 
principal causa en el incremento de la actividad migratoria en respuesta a CXCL12 es el 
aumento de la expresión de su receptor, debería existir otra molécula que pueda ser 
activada por este ligando. Por lo general, dentro de las quimioquinas y sus receptores, se 
encuentra que una misma quimioquina es capaz de activar distintos receptores ó a la vez 
un mismo receptor es capaz de reconocer varios ligándos (Moser, Wolf et al. 2004; Oo 
and Adams 2010) . 
 
Hasta hace poco se pensaba que la interacción de CXCL12 con CXCR4 era una de las 
pocas que se daba de forma exclusiva, CXCR4 era el único receptor reconocido para 
CXCL12 y a su vez este es el único ligando que activa a dicho receptor. Sin embargo, 
recientemente se ha mostrado la unión y señalización de CXCL12 a través del receptor 
CXCR7 (Balabanian, Lagane et al. 2005; Burns, Summers et al. 2006) . Adicionalmente, 
se ha demostrado que la interacción con CXCR7 esta asociada a estados patológicos 
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(Zhang , Zhong et al. 2009). En este trabajo no solo se comprueba la expresión de este 
receptor en esplenocitos y timocitos, sino que dicha expresión correlaciona con la 
quimiotaxis, estimulada por CXCL12, en las células de los animales infectados para los 
dos regimenes nutricionales. Es probable por tanto que, la señalización activada por 
CXCL12, en estas células, este dada preferencialmente por su interacción con CXCR7 
bajo estados patológicos. Tanto en esplenocitos como en timocitos se observan algunos 
ajustes en la expresión de los receptores para CXCL12 como consecuencia de la 
infección bajo condiciones de dieta normal, sin embargo no se presentan estos mismos 
ajustes cuando se presenta la infección en las células de animales con déficit proteico. 
   
La quimioquina CCL3 ha sido reconocida como un potente quimioatrayente y un 
importante mediador en la migración de linfocitos a sitios de inflamación e infección y es 
expresada principalmente por estas células después de la activación por antígenos o 
mitógenos (Menten, Wuyts et al. 2002; Maurer and Stebut 2004). Asi mismo sus 
receptores se encuentran altamente expresados en linfocitos T (Menten, Wuyts et al. 
2002; Maurer and Stebut 2004). Específicamente, CCL3, se ha encontrado expresada a 
nivel de bazo e hígado en ratones infectados con L. monocytogenes en donde modula la 
migración de linfocitos T CD8+ a sitios de infección. (Rossi and Zlotnik 2000);(Cook, 
Smithies et al. 1999). Coherente con estas observaciones, en este estudio se encontró 
que los componentes del eje CCL3/CCR1 se encuentran sobreexpresados en respuesta 
al patógeno para las células (esplenocitos y timocitos) de los animales con dieta normal. 
De la misma forma, para esplenocitos se observa una sobreexpresión estimulada por la 
carencia de proteína. Sin embargo, los esplenocitos de los animales infectados que 
previamente fueron sometidos a la restricción proteica no son capaces de sobreexpresar 
los componentes de este eje, mostrando que aunque la desnutrición por si sola generó 
sobreexpresión del eje, la llegada del patógeno impide sostener y aumentar los niveles 
que en condiciones normales serian vistos. De hecho se observa una disminución en los 
niveles de expresión de estas moléculas que podrían comprometer seriamente la 
respuesta frente a este patógeno, dado que CCL3 es la principal quimioquina implicada 
en defensa activa contra L monocytogenes.  
 
Aunque el perfil de expresión del eje CCL3/CCR1 en timocitos es distinto, a nivel del 
ligando también se observa la incapacidad de generar la sobreexpresión en respuesta a 
infección, cuando esta presente la desnutrición. Es interesante observar que, a nivel del 
receptor CCR1, aunque sus niveles de expresión fueron reducidos por el déficit proteico, 
al presentarse la infección en este régimen nutricional, las células son capaces de 
sobreexpresar este gen. No obstante esta sobreexpresión también puede estar asociada 
a un desbalance en los mecanismos de movilización que pueden conducir a otro tipo de 
patologías, pues aunque las quimioquinas y sus receptores normalmente guían a los 
leucocitos a sitios de infección, un excesivo reclutamiento de células, dado por la 
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sobreexpresión de receptores, puede resultar en daño de tejido y enfermedades 
inflamatorias crónicas (Jin and Xu 2008).  
 
Además de la regulación del tráfico leucocitario, CCL3 puede tener un papel en la 
modulación de la producción de citoquinas por células T ayudadoras. Por ejemplo se ha 
visto como refuerza la producción de INF- en linfocitos T activados (Menten, Wuyts et 
al. 2002). De acuerdo a esto, CCL3 puede resultar importante en el desarrollo de la 
respuesta inmune por Th1 necesaria para la eliminación total de la infección por L 
monocytogenes, así que la desregulación observada en este gen podría causar fallas en 
la activación de una respuesta inmune adecuada. El IGF-I circulante podría entonces 
estar modulando la respuesta inmune mediante la regulación de quimioquinas y sus 
receptores. 
 
Durante las reacciones inflamatorias, las cuales son iniciadas por una amplia variedad de 
estímulos exógenos y endógenos, los leucocitos migran a través de las paredes de los 
vasos sanguíneos hacia el tejido extravascular donde ejercen gran variedad de funciones 
biológicas. Estos también pueden salir de la circulación bajo condiciones fisiológicas 
como parte de su función de vigilancia ó homing (Barkhausen, Krettek et al. 2005; Raffler, 
Riveranieves et al. 2005). En ambas migraciones, tanto la inflamatoria como la 
homeostática, el evento inicial contempla la adherencia de los leucocitos al endotelio y se 
origina por la interacción transitoria de moléculas de adhesión como L-selectina. 
 
Los resultados de la evaluación de la expresión del gen de L-selectina, muestran una 
regulación positiva de este gen a nivel de esplenocitos de animales sometidos a 
desnutrición. En timocitos la regulación es opuesta. Estos cambios observados obedecen 
a los ajustes que deben hacer las células para la preservación de la homeostasis de los 
tejidos. Una vez se da la activación de las células T por el estímulo con el patógeno, se 
ha encontrado que dichas células deben ser capaces de liberar los dominios 
extracelulares de L-selectina y asociado a este fenómeno esta la disminución en la 
expresión de esta molécula (Barkhausen, Krettek et al. 2005), de hecho esta regulación 
negativa se ha encontrado luego de la activación de linfocitos T CD8+, por L 
monocytogenes, en bazo (Busch and Pamer 1999). De acuerdo a lo anterior en el 
modelo trabajado en este estudio se observó una disminución en la expresión de L-
selectina tanto en esplenocitos como en timocitos de los animales inoculados con el 
patógeno alimentados con dieta normal. Sin embargo, las células de los animales 
sometidos a la restricción proteica, no disminuyeron los niveles de expresión de este gen, 
por el contrario se encontró un aumento en dichos niveles. El aumento en los niveles de 
expresión de L-selectina, en estas células, sugiere que durante la infección las funciones 
leucocitarias tales como migración y asentamiento linfocitario son anormales, 
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contribuyendo al progresivo deterioro del sistema inmune. Adicionalmente esto podría 
evidenciar defectos en la activación de células T que resulta crítica para la defensa frente 
a L. monocytogenes. Lo anterior nuevamente evidencia efectos deletéreos sobre 
mecanismos importantes en la activación y regulación de la función inmune, originados 
por la carencia de IGF-I circulante, en los animales bajo desnutrición. 
7.5. Análisis de expresión de proteínas por electroforesis 
bidimensional  
La resolución de proteínas en geles bidimensionales indicó que el procedimiento usado 
para la obtención de los extractos preserva la integridad de las proteínas, es decir, las 
muestras no sufrieron proteólisis, dado que su distribución fue homogénea en el rango de 
peso molecular evaluado. La comparación de los mapas proteómicos de bazo mostró 
diferencias en la expresión de proteínas que están reguladas por el estado nutricional. En 
condiciones de deficiencia en proteína dietaria las células expresan de manera exclusiva 
un número importante de proteínas (130, correspondiente al 27,6% de su proteoma) que 
están ausentes en condiciones de buena nutrición. El proteoma total de esplenocitos es 
compartido en un 61,6% por las dos condiciones nutricionales, pero existe un 38,4% de 
proteínas que representa el conjunto de efectores que son regulados diferencialmente y 
sobre los cuales se llevan a cabo los cambios estructurales y metabólicos que explican la 
respuesta funcional final. Estas proteínas, una vez se logre su identificación plena y se 
definan las redes de interacción con otras proteínas, aportarán la información para 
dilucidar los mecanismos de acción, tanto para la homeostasis celular como de defensa 
ante un reto infeccioso. 
 
7.6. Identificación preliminar de proteínas mediante 
aproximación por ¨shotgun¨ 
El análisis preliminar de las proteínas identificadas indica que para esplenocitos y 
timocitos hay una disminución drástica de proteína en general en las condiciones de 
infección (12I y 4I). Estos resultados fueron constatados en el primer análisis por 
“shotgun” de las condiciones mencionadas. Para tener una idea de la clasificación de las 
proteínas identificadas, se procedió a la categorización usando el sistema GO (ontología 
génica). Los términos de ontología génica surgen como un esfuerzo para estandarizar la 
terminología bajo la cual se clasifican las funciones de las proteínas. Estos términos 
agrupan los productos génicos en tres vocabularios controlados y estructurados: (i) 
procesos biológicos asociados a las proteínas, (ii) componentes celulares y (iii) funciones 
moleculares (http://www.geneontology.org). De esta forma, la clasificación es amplia y 
por veces vaga, sobretodo si se tiene en cuenta que las proteínas pueden desempeñar 
múltiples funciones en las células. Sin embargo, esta clasificación ofrece un indicio de la 
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potencial función de la proteína y ayuda a guiar el análisis dentro de un contexto de 
investigación específico.   
 
Aunque se trata de un análisis preliminar y la comparación entre las condiciones será 
más robusta cundo se ejecuten los ensayos con marcación isotópica, en la condición de 
Timo del 12% se pudo observar la presencia de proteínas que aparentemente no fueron 
detectadas en la de 4%. Entre éstas, se observan varias proteínas del metabolismo 
central de ácidos grasos. La proteína ácido-graso sintasa cataliza la formación de largas 
cadenas de ácidos grasos a partir de acetil-CoA, malonil-CoA y NAPDH. Esta proteína es 
multifuncional y presenta siete actividades catalíticas. El receptor de adiponectina es un 
receptor para la molécula completa y globular de adiponectina, la cual es una hormona 
esencial secretada por adipositos que actúa como un antidiabético. Este receptor 
probablemente actúa en vías metabólicas que regulan el metabolismo de lípidos, tal 
como la oxidación de ácidos grasos. Desregulación en la síntesis y expresión de estas 
enzimas ha sido reportada en distintas condiciones de cáncer (Vandhana, Deepa et al. 
2010; Flavin, Zadra et al. 2011; Kim and Milner 2011) y también en modelos murinos de 
obesidad (Park, Ahn et al. 2010). La disminución de estas proteínas en la condición del 
4% tendría sentido en el contexto de la restricción proteica, no obstante, ensayos 
adicionales serán necesarios para corroborar estos resultados y su significado biológico.  
 
Por otra parte, algunas proteínas involucradas en la manutención del citoesqueleto 
celular fueron identificadas apenas en la condición del timo 4%. Entre ellas miosina-4, 
miosina-1 y tropomiosina alpha-1, son proteínas involucradas en la citoquinesis, 
contracción muscular, forma celular y además pueden desempeñar otras funciones como 
secreción. La tropomiosina tiene un papel central en la regulación de la contracción 
dependiente de calcio y en células no musculares está implicada en la estabilización de 
los filamentos de actina. En el contexto de infección, miosinas no musculares han sido 
recientemente reportadas como receptores funcionales para el virus herpes simplex (Arii, 
Goto et al. 2010) y también como moléculas que participan en el transporte de las 
partículas virales recién sintetizadas hacia la membrana plasmática (Roberts  and Baines 
2010). Adicionalmente, moléculas de actina y miosina parecen estar involucradas en la 
migración de células dendríticas hacia órganos linfoides (Ricart , John  et al. 2010 ). 
 
Coronina 1-A y Vimentina fueron proteínas identificadas en ambas condiciones, pero 
sobre las cuales valdrá la pena prestar atención en el análisis cuantitativo con isótopos 
estables. Coronina es un componente crucial del citoesqueleto de células altamente 
mótiles, la cual tiene papeles durante la invaginación y la formación de protusiones de la 
membrana plasmática durante la locomoción celular, como también en el tránsito 
endocítico (Ishikawa-Ankerhold , Gerisch  et al. 2010; Xue , Janzen  et al. 2010). En 
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células infectadas con micobacterias, coronina está sobreexpresada en pacientes con 
infección activa (Constantoulakis, Filiou  et al. 2010) y su retención en la membrana 
fagosomal impide la fusión entre los fagosomas y los lisosomas (Deghmane , Soualhine  
et al. 2007; Jayachandran , Sundaramurthy  et al. 2007).  Vimentina es una proteína 
filamentosa intermediaria de clase III que se expresa principalmente en células 
mesenquimales (Steinert  and Roop 1988. ) aunque también puede ser expresada por 
células no epiteliales, especialmente en situaciones patológicas (Thiery 2002; Gupta  and 
Massague. 2006). La vimentina es una fosfoproteína cuya fosforilación aumenta durante 
la división celular. La expresión de esta proteína está asociada a la regulación de la 
migración en células cancerosas (Thiery 2002; Vuoriluoto , Haugen  et al. 2010 ). Se ha 
reportado que esta proteína interactúa con ribonucleoproteínas nucleares heterogéneas 
(también identificadas por espectrometría de masas en las muestras analizadas aquí) y 
esa interacción tienen un papel en la replicación y liberación del virus dengue (Kanlaya , 
Pattanakitsakul et al. 2010). 
 
De la misma forma, nucleofosmina, la fosfoproteína nuclear acídica rica en leucina, y la 
proteína similar a debrina fueron identificadas en ambas condiciones pero su expresión 
diferencial será corroborada con los ensayos cuantitativos. La nucleofosmina está 
involucrada en diversos procesos celulares tales como la biogénesis del ribosoma, 
duplicación del centrosoma, transporte de proteínas, ensamble de histonas, proliferación 
celular y regulación de la supresión tumoral (Li  and Hann 2009; Meani  and Alcalay 
2009). Esta proteína actúa como chaperonina de las histonas H3, H2B y H4 y ha sido 
encontrada asociada a ribonucleoproteínas nucleolares y a ácidos nucleicos de cadena 
sencilla. En el escenario de infección, esta proteína controla la latencia del herpes virus 
asociado al sarcoma de Kaposi (Sarek , Järviluoma  et al. 2010) y el proteoma de células 
humanas infectadas con el virus de coxsackie presenta alteraciones en la expresión de 
nucleofosmina (Rassmann , Henke  et al. 2006). La fosfoproteína nuclear acídica rica en 
leucina participa en la proliferación, diferenciación, apoptosis dependiente e 
independiente de caspasa, en la supresión de la transformación tumoral, en la inhibición 
de la proteína fosfatasa 2A y en el tránsito y estabilidad del mRNA (Seo , Macfarlan  et al. 
2002; Fan , Zhang  et al. 2006; Kular , Cvetanovic  et al. 2009). También esta proteína es 
una blanco molecular de metabolitos esfingolípidos que regula la señalización celular y la 
expresión génica durante la inflamación (Habrukowich, Han  et al. 2010). Finalmente la 
proteína similar a debrina puede actuar como una molécula efectora de vías de 
señalización de receptores para antígenos en leucocitos. En asociación con dinamina 
parece interactuar con actina y presentar funciones endocíticas (Asada, Uyemura et al. 
1994). Es un componente clave de la sinápsis inmunológica que regula la activación de 
las células T. 
 
El anterior análisis evidencia la expresión de proteínas relacionadas con procesos de 
movilización celular cuya expresión diferencial se observa, al menos preliminarmente, en 
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algunos tratamientos, lo que confirmaría el papel inmunoregulador del IGF-I circulante a 
nivel de los procesos de migración celular. No obstante, solo el análisis cuantitativo con 
isótopos estables demostrará si realmente existen diferencias significativas en la 
expresión de estas proteínas entre los distintos tratamientos. 
  
 
8. Conclusiones 
El presente estudio profundiza en las bases moleculares de la comunicación entre los 
sistemas endocrino e inmune y es uno de los pocos que se han realizado con el fin de 
esclarecer las bases moleculares entre la acción hormonal y la función del sistema 
inmune.  
 
Los principales aportes al conocimiento derivados de este trabajo son los siguientes: 
 
La infección experimental con L. monocytogenes en el modelo murino disminuye de 
forma significativa los niveles de IGF-I circulante (65%), lo cual representa un resultado 
novedoso no descrito previamente. Puesto que el hígado es uno de los primeros órganos 
donde se aloja la bacteria y éste es la principal fuente del IGF-I en la circulación, resulta 
plausible atribuir, al menos parcialmente, a una falla hepática  la reducción observada en 
las concentraciones séricas del péptido. 
 
La producción local de IGF-I en bazo y timo también se encuentra regulada por el estado 
infeccioso. Se corroboró la capacidad homeostática del bazo para mantener los 
contenidos tisulares de IGF-I como mecanismo protector de los efectos deletéreos del 
estrés inducido por desnutrición; sin embargo, la combinación del estado infeccioso con 
desnutrición hace que se pierda esta regulación y el contenido de IGF-I se reduce  
significativamente, posiblemente por defectos a nivel de la traducción del péptido.  
 
La distribución relativa de las subpoblaciones linfoides en bazo y timo no se afecta 
apreciablemente por el déficit proteico. La infección estimula procesos de maduración y 
posiblemente de migración de linfocitos T CD8+. Aunque los linfocitos B típicamente 
están involucrados en respuesta inmune humoral, este estudio aporta evidencia que 
indica que pueden estar involucrados también a nivel de la respuesta inmune celular en 
infección por L. monocytogenes.   
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El IGF-I, al igual que la  quimioquina CXCL12, tienen efectos quimioatrayentes para 
esplenocitos y timocitos de ratón, e interesantemente se sugiere la aditividad de sus 
acciones por un mecanismo aún por identificar. El IGF-I puede estimular la migración 
fisiológica activando el receptor IGF-IR, mientras que en condiciones patológicas, podría 
hacerlo a través de la interacción con otros receptores del sistema IGF, o mediante la 
transactivación de receptores de quimioquinas o de integrinas. 
 
La deficiencia de proteína dietaria tiene un impacto negativo en la actividad migratoria 
basal de las células linfoides, siendo más sensible el timo que el bazo. El impacto 
negativo de la restricción nutricional se evidenció también a nivel de la quimiotaxis en 
condiciones patológicas (infección experimental con L. monocytogenes); el desarrollo de 
una respuesta quimiotáctica adecuada es dependiente del nivel de proteína dietaria.  
 
La comparación de los mapas proteómicos de bazo mostró diferencias en la expresión de 
proteínas reguladas por el estado nutricional. En condiciones de deficiencia en proteína 
dietaria las células expresan de manera exclusiva un número importante de proteínas 
(130, correspondiente al 27,6% de su proteoma) que están ausentes en condiciones de 
buena nutrición.  
 
El proteoma total de esplenocitos es compartido en un 61,1% por las dos condiciones 
nutricionales, pero existe un 38,4% de proteínas que representa el conjunto de efectores 
que son regulados diferencialmente y sobre los cuales se llevan a cabo los cambios 
estructurales y metabólicos que explicarían la respuesta funcional final. 
 
Este es uno de los pocos estudios que demuestran el papel regulador de la nutrición, e 
indirectamente la modulación por parte del IGF-I sérico, sobre la funcionalidad de la 
respuesta inmune. El modelo estudiado evidencia defectos, debido a restricción 
nutricional, en la expresión de componentes moleculares del sistema inmunoendocrino, 
cuando se presenta un reto inmunológico, que podría estar comprometiendo no solo el 
desarrollo y diferenciación de células del sistema inmune, sino la respuesta inmune frente 
a patógenos.  
  
 
A. Anexo: Composición de las dietas 
usdas en el diseño experimental (ICN 
Biomedicals, Aurora, USA.) 
 
Ingrediente Dieta en proteína 4% Dieta en proteína 12% 
Caseina Purificada 4,59771% 13,79310% 
Almidon de maiz 15,00000% 15,00000% 
Sacarosa 63,10345% 55,10345% 
Aceite de maiz 4,95403% 4,86207% 
Alphacel, Non-nutritive bulk 7,34481% 6,24138% 
Mezcla Mineral AIN-76 4,00000% 4,00000% 
Fosfato de calico dibasico 500,00 mg/kg de mezcla 500,00 mg/kg de mezcla 
Cloruro de Sodio 74,00 mg/kg de mezcla 74,00 mg/kg de mezcla 
Citrato de Potasio 
Monohidratado 220,00 mg/kg de mezcla 220,00 mg/kg de mezcla 
Sulfato Potasio 52,00 mg/kg de mezcla 52,00 mg/kg de mezcla 
Oxido de Magnesio 24,00 mg/kg de mezcla 24,00 mg/kg de mezcla 
Carbonato de Manganese (43-
48% Mn) 3,50 mg/kg de mezcla 3,50 mg/kg de mezcla 
Citrato Ferrico (16-17% Fe) 6,00 mg/kg de mezcla 6,00 mg/kg de mezcla 
Carbonato de Zinc (70% ZnO) 1,60 mg/kg de mezcla 1,60 mg/kg de mezcla 
Carbonato Cuprico (53-55% 
Cu) 0,30 mg/kg de mezcla 0,30 mg/kg de mezcla 
Iodato de Potasio 0,01 gm/kg de mezcla 0,01 gm/kg de mezcla 
Selenito de Sodio 0,01 mg/kg de mezcla 0,01 mg/kg de mezcla 
Cromo Sulfato de potasio 0,55 mg/kg de mezcla 0,55 mg/kg de mezcla 
Sacarosa, finamente 
pulverizado 118,00 mg/kg de mezcla 118,00 mg/kg de mezcla 
Vitaminas 1,0% 1,0% 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
B. Anexo: Preparación de  inóculo de 
Listeria monocytogenes 
 
 
  
 
  
 
C. ANEXO.  Protocoloensayo inmuno-
enzimático ELISA para la detección de 
IFN  en suero 
Reactivos 
- Anticuerpo especifico para reconocimiento de la citoquina de interés, previamente 
enlazado a microplaca de 96 pozos 
- Solución estándar de 2000 pg/mL de cada citoquina 
- Anticuerpo de detección enlazado a Biotina, especifico para la citoquina de interés 
- Enzima peroxidasa de rábano acoplada a avidina (HRP-Avidina) 
- Solución de sustrato TMB (3,3', 5, 5' – Tetramethylbenzidine) 1g/L 
- Buffer de lavado:  PBS (Buffer de fosfatos)  0,01M,  NaCl  0,138M, KCl 0,0027M, 
Tween 20%,  pH7,4 
- Solución HCl 1 M 
 
Protocolo 
 
1. Preparar soluciones de dilución seriada a partir de la solución estándar de citoquina, 
para la elaboración de una curva de calibración.  Las concentraciones 
recomendadas para la curva son: 15,60, 31,25, 62,50, 125,0, 250,0, 500,0 y 1000 
pg/mL. 
2. Adicionar 100 µL de cada solución de estándar de citoquina o muestra en los pozos 
seleccionados en la microplaca previamente acoplada al anticuerpo específico de 
detección.  Incubar a 4°C durante una noche. 
3. Lavar  los pozos con 250 L de Buffer de lavado.  Repetir 5 veces. Retirar el buffer. 
4. Adicionar 100 µL de anticuerpo de detección acoplado a biotina,  cubrir los pozos e 
incubar a temperatura ambiente durante una hora. 
5. Lavar  los pozos con 250 L de Buffer de lavado.  Repetir 5 veces. Retirar el buffer. 
6. Adicionar 100 µL de enzima HRP-Avidina, cubrir los pozos e incubar a temperatura 
ambiente durante 30 minutos. 
7. Lavar  los pozos con 250 L de Buffer de lavado.  Repetir 5 veces. Retirar el buffer. 
8. Adicionar 100 µL de solución de substrato TMB, cubrir los pozos e incubar a 
temperatura ambiente durante 15 minutos. 
9. Adicionar 50 µL de solución de HCl para detener la reacción, cubrir los pozos e 
incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos. 
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10. Realizar lectura de absorbancia en lector de microplaca a 450 nm y 570 nm como 
longitud de onda de referencia. 
11. Determinar la concentración de las muestras por comparación con la curva de 
calibración. 
  
 
 
D. ANEXO Protocolo ensayo inmuno-
enzimático ELISA para la detección de 
IGF-I en suero y tejidos 
 
Protocolo ensayo inmuno-enzimático ELISA para la detección de IGF-I en suero y 
tejidos 
 
Reactivos 
 
Estándares: Liofilizado de PBS que contiene IGF-I de ratón. El valor exacto de cada 
estándar se encuentra impreso en cada vial. 
Microplaca- Placa recubierta de Anticuerpos: Microplaca con anticuerpos 
monoclonales contra IGF-I de ratón, ligados a la superficie de los pozos de poliestireno. 
Anticuerpo de Biotina:  Anti IGF-I de ratón policlonal de cabra marcado con biotina. 
Enzima Conjugada: Contiene avidina ligada a peroxidasa de rabano. 
Control 1: Liofilizado de suero de ratón  diluido en suero de caballo con <1% de azida de 
sodio 
Control 2: Liofilizado de suero de ratón con <1% azida de sodio. 
Reactivo de disociación: Para la disociación del IGF-I de sus proteínas de unión.  
Sustrato TMB: Contiene  tetrametilbencidina (TMB) y peróxido de hidrogeno. 
Solución Stop: Acido Clorhídrico 0.5 M 
Diluyente de Muestra: Buffer fosfato con proteína y 0.09% de azida de sodio 
Solución de Lavado: Buffer Fosfato con tween. 
 
Pretratamiento de la muestra.  
 
1. Preparar y Rotular los tubos de plástico o vidrio, uno para cada control y muestra.  
Nota: Los estándares NO REQUIEREN pre tratamiento. 
2. Adicionar 10 L de cada control o muestra a cada uno de los tubos rotulados.  
3. Adicionar 50 L de  Reactivo de liberación, a cada tubo. Incubar de  18-28°C por 10 
minutos.  
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4. Adicionar 1.0 mL del diluyente muestra a cada tubo. Agitar con vortez todos los 
tubos. De esta forma los controles y muestras estas listos para realizar el ensayo.  
Nota: Para  un volumen de muestra más pequeño, los volúmenes de los demás 
reactivos se deben reducir proporcionalmente.  
 
Procedimiento para el ensayo  
 
1. Adicionar 50 L de cada estándar, control o muestra pre tratado, en los pozos de la 
placa que se encuentra recubierta con el anticuerpo; realizar esto por duplicado.  
2. Adicionar 100 L del  reactivo Biotina Anticuerpo,  a cada uno de los pozos,  
utilizando una pipeta multicanal. 
3. Cubrir la placa con un adhesivo sellador para placas. Incubar la placa en un agitador 
para micro placas (500-700 rpm) de 18-25 °C por 1 hora. 
4. Lavar los pozos tres veces con Solución lavadora. 
Lavado Manual: Eliminar el contenido  de los pozos invirtiendo fuertemente la placa. 
Luego adicionar 250 L de solución de lavado a cada pozo, eliminar el contenido. 
Repetir este procedimiento dos veces. 
Sobre un papel absorbente remover el exceso de solución lavadora, dando toques 
fuertes sobre este. Realizar este procedimiento antes de realizar el siguiente paso. 
5. Adicionar 150 L de la Enzima Conjugada a cada uno de los pozos usando una 
pipeta multicanal. 
6. Incubar de 18-25°C  por 30 minutos. 
7. Repetir el lavado descrito en el paso 4. 
8. Adicionar 150 L de sustrato TMB a cada uno de los pozos usando una pipeta 
multicanal. 
Nota; El sustrato TMB se contamina fácilmente, por lo tanto medir la cantidad 
necesaria para el ensayo. NO RETORNAR sustrato usado a la botella.   
9. Incubar de 18-25°C  por 30 minutos. 
10. Adicionar 50 l de solución stop  a cada uno de los pozos utilizando una pipeta 
multicanal. 
11. Medir la absorbancia de cada pozo a 450 nm usando un lector de micro placas. 
Realizar la lectura dentro de los 30 minutos  después de adicionada la solución stop.
  
 
 
E. Anexo. Procedimiento general para 
el uso de las microesferas CytoCount 
como población de referencia para el 
conteo de células1 
1. Diluir la muestra original a aproximadamente 106 leucocitos/100 μL. 
2. Pipetear 100 μL de muestra que contiene 106 leucocitos en un tubo de ensayo. Usar 
pipeteo reverso. 
3. Remover las perlas CytoCount™ del almacenamiento a 2-8 °C . Asegurarse de que la 
tapa este bien cerrada para evitar pérdida de líquido y mezclar muy bien para asegurar 
un acompleta resuspensión de las perlas. Evitar mezclado mecánico (p.e. vortex), pues 
esto puede introducir burbujas de aire que pueden reducir el volumen de perlas 
pipeteadas. Pueden mantenerse sobre un mezclador rotatorio por 5 a 60 minutos para 
asegurar que las perlas permanezcan en suspensión hasta su uso.  
4. Permitir que las perlas se equilibren térmicamente con el ambiente antes de usar.  
5. Agregar 100 μL de CytoCount™ a la muestra de células. El pipeteo de las células y las 
perlas debe ser realizado con la misma pipeta calibrada y usando la técnica de pipeteo 
reverso con un “tip húmedo”. 
6. Mezclar las perlas y la muestra vigorosamente usando un vortex por 3 segundos antes 
de la adquisición, para asegurar una distribución uniforme de las perlas CytoCount™ 
dentro de la muestra. 
7. La adquisición de la muestra debe hacerse dentro de las 4 horas siguientes luego de la 
adición de las perlas para asegurar una concentración precisa de las perlas en la 
muestra. .  
8. Adquirir un mínimo de 1000 perlas CytoCount™ y un mínimo de 100 eventos celulares 
de interés.  
10. No es aconsejable usar forward scatter (FSC) como parámetro umbral para la 
recolección de datos, debido a que este puede eliminar algunas perlas por su pequeño 
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tamaño de  5.2 μm. Es recomendable usar el canal correspondiente a FITC 
(comunmente llamado FL1) como el parámetro de umbral. 
11.La muestra se analiza en un citómetro de flujo y las células de interés se cuentan 
usando una estrategia de “gates”.   
12. El número de eventos de perlas CytoCount™ es obtenido por agrupamiento de una 
región alrededor de las perlas en un dot plot donde las perlas se encuentran claramente 
separadas de las células.  
13. El número absoluto de células de interés  (cells/μL) es calculado usando la siguiente 
ecuación:  
Número de eventos celulares X Concentración de CytoCount™ X Factor de Dilución / 
Número de eventos CytoCount™ contados 
 
 
1 Brando B, Barnett D, Janossy G, Mandy F, Autran B, Rothe G, et al. Cytofluorometric 
methods for assessing absolute numbers of cell subsets in blood (review). Cytometry 
2000;42:327-46. 
 
 
  
 
F. ANEXO. Protocolo extracción de 
RNA total1 
 
Reactivos: 
Trizol: Isotiocianato de guanidinio y fenol 
Cloroformo 
Isopropanol 
Etanol al 75% 
Agua DEPC 
 
Protocolo: 
 
1. Tomar aproximadamente 107 células a partir de las suspensiones obtenidas, 
centrifugar a 1000 rpm por 10 min, descartar el sobrenadante y resuspender el pellet 
en 25 μL de PBS. 
2. Agregar 1 mL de Trizol® y agitar por 5 min.   
3. Agregar 300 μL de cloroformo, agitar fuertemente por 30 segundos y luego incubar 
por 5 minutos a temperatura ambiente. Centrifugar a 10000 rpm por 15 minutos a 
4ºC.1 
4. Recuperar la fase acuosa o fracción que contiene el RNA y transferir a un tubo 
nuevo. Precipitar el RNA por adición de un volumen igual de isopropanol frío.  
Incubar por 10 minutos a temperatura ambiente y enseguida centrifugar a 10000 rpm 
a 4ºC, durante 10 minutos. 
5. Descartar el sobrenadante y lavar el pellet con etanol 75%. 
                                                 
 
1 Después de la centrifugación se observan tres fases: Fase superior acuosa enriquecida en ARN; 
Fase       
    Intermedia enriquecida en ADN; y Fase Inferior correspondiente a fracción de proteínas. 
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6. Centrifugar a 10000 rpm por 5 minutos a 4ºC. 
7. Permitir el secado del pellet de RNA a temperatura ambiente por 5 minutos y 
posteriormente disolverlo en agua tratada con DEPC. 
8. Incubar la solución a 55-65ºC por 10 minutos. 
9. Homogenizar la solución. 
10. Determinar la concentración de la solución que contiene el RNA por 
espectrofometría.  Realizar lecturas a 260/280nm. 
11. Por último evaluar la calidad del RNA obtenido por corrimiento de las muestras en 
electroforesis horizontal. 
Todos los materiales utilizados fueron tratados con agua con DEPC
  
 
G. ANEXO Resultados del Análisis de 
varianza para la linealidad del conteo 
de células con microesferas Cytocoutn 
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